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6Abkürzungen
AA Anaplastisches Astrozytom
ÄNH Äthylnitrosoharstoff
CT Computer-Tomo-graphie
CEF Chicken Embryo Fibro-blasts
ECD Extra Celluar Domain
EGFR Epidermal Growth Factor Receptor
EGF Epidermal Growth Factor
ENU Ethylnitrosourea
ERI EGFR-Related Inhibitor
FGF Fibroblast Growth Factor
GAP GTPase-Activating Protein
GBM Glioblastoma multiforme
GD-AIF Glioma Derived Angiogenesis Inhibitory Factor
GFR Growth Factor Receptor
7GNRP Guanine Nucleotide Release Protein
HER Human EGF Receptor
ICD Intra Cellular Domain
IGFR Insulin-like Factor Receptor
IR Insulin Receptor
MAP Mitogen Activate Protein
M-CSFR Macrophage Colony stimulating Factor Receptor
MNH Methylnitrosoharnstoff
MNU Methylnitrosourea
MRT Magnet-Resonnanz-Tomographie
NGFR Nerve Growth Factor Receptor
NRK Normal Rat Kidney
PDGFR Platted Derived Growth Factor Receptor
PNET Primärer Neuro-Ektodermaler Tumor
RTK Rezeptor-Tyrosin-Kinase
RFI Rezidiv Freies Intervall
8SPECT Single Proton Emissions Computer Tomographie
SSCP Single Strand Conformation Polymorphism
TGF Transforming Growth Factor
TMD Trans Membrane Domain
VEGFR Vascular Endothelial Growth Factor Receptor
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1.1 Epidemiologie von Hirntumoren
Beschäftigt man sich mit der aktuellen Literatur zu dem Thema der primären Hirn-
tumoren, so wird die jährliche Inzidenz an primären Hirntumoren – dazu zählen ne-
ben den eigentlichen Hirngeschwülsten ebenso die von den Hirnnerven und den
Meningen ausgehenden Prozesse – in den Industrieländern mit durchschnittlich
10.2 Neuerkrankungen unter 100 000 Einwohnern (Steiner et al., 1998) - angege-
ben. An der Gesamtzahl aller an Krebs Verstorbenen beträgt der Anteil der primä-
ren Hirntumoren nicht mehr als 3-5% (Preston-Martin et al., 1993; Fine H A, 1994),
trotzden zählen Hirntumoren bei der jungen Bevölkerung zu den fünf häufigsten
Krebslokalisationen bei der tumorverursachten Mortalität (Boing C C, 1993). Nach
Schirmer (1994) sind etwa 3% aller Todesfälle bei Tumorerkrankungen durch in-
trakranielle Tumore bedingt. Bei Kindern sind sie sogar, nach den Leukosen, die
zweit häufigste maligne Geschwulst (Staneczek, 1984) und für ca. 2% der Kreb-
stode verantwortlich (Kayne und Laws, 1995 ). Suchenwirth (1982) berichtet über
339 Patienten mit Hirn-Tumoren über einen Zeitraum von 10 Jahren im eigenen
Krankengut, entsprechend einem Anteil von 4.5% aller stationär Behandelten.
Ausgehend von den aktuellen epidemiologischen Studien, ist bei den primären
Hirntumoren in Deutschland mit jährlich bis zu 8000 Neuerkrankungen zu rechnen
(Steiner et al., 1998). Für an hirneigenen Tumoren Erkrankte würde das eine ab-
geleitete Mortilitätsrate von bis zu 5200 Todesfälle pro Jahr bedeuten.
Bei bis zu 60% dieser Hirntumore handelt es sich um Gliome (Radhakrishnan et
al., 1995), deren Inzidenz in Europa und Nordamerika mit 5.6 Neumanifestationen
pro 100 000 Einwohner und Jahr angegeben wird und bevorzugt in den mittelalten
Lebensjahren – mit Präferenz des männlichen Geschlechts – auftreten (s. Abb.1).
Gliome weisen unterschiedliche Differenzierungsgrade auf, denen nach der WHO-
Klassifikation verschiedene Malignitätsgrade (WHO-Grad I bis IV) zugeordnet
werden (Kleihues et al., 1993b). Mit etwa einem Drittel der Neuerkrankungen ist
der Anteil maligner Gliome, z.B. des Glioblastoma multiforme (GBM), relativ hoch.
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Das GBM ist der häufigste gliale Tumortyp und gehört zu den bösartigsten Krebs-
geschwülsten (Davis et al., 1999); es zeichnet sich durch einen äußerst ungünsti-
gen klinischen Verlauf aus, dessen Diagnose aufgrund seines raschen und infiltra-
tiven Wachstums meist innerhalb eines Jahres (Walker et al, 1980; Shapiro, 1986)
ein qualvolles Leiden und Sterben bedeutet.
Die 5-Jahres-Überlebensraten liegen bei unter 5% (Kallio et al.; 1991) (s. Tab. 1)
und selbst multimodale Therapieverfahren, wie chirurgische Intervention und post-
operative Radiatio, führen bei den weitaus meisten Fällen lediglich zu einem
Überlebenszeit-Gewinn von einigen Monaten.
Tab. 1 Beobachtete und Relative 2- und 5-Jahres-Überlebensraten für ma-
ligne Hirntumoren: SEER (Surveillance, Epidemiology, and End Results Data)
1979-1993 (Kallio et al.; 1991). (Ausschnitt).
Abb.1 Alters- und Geschlechtsverteilung bei Glioblastomen (Neurochirurgi-
sche Universitätsklinik Düsseldorf 1963-1982) nach Schirmer (1994). Modifiziert.
Fallzahl Beobachtet Relativ Beobachtet Relativ
Glioblastom        7234                    8.4             8.8                      2.8              3.2
2-Jahres-
Überlebens-
rate (%)
5-Jahres-
Überlebens-
rate (%)
0-10   11-20   21-30  31-40   41-50   51-60   61-70   71-80   81-90 Jahre
      3        2        8      26      68       122       99      14  Personen
MÄNNLICH
WEIBLICH
N    =    343
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Unterschiedliche epidemiologische Studien weisen darauf hin, daß die Inzidenz
von Hirntumoren mit steigendem Alter zunimmt. So belegen Auswertungen des
Florida Cancer Data System (FCDS) eine Zunahme an primären Hirntumoren bei
65-jährigen und älteren Personen von 23.4% über einen mehrjährigen Zeitraum.
Tumore anderen Ursprungs weisen demgegenüber lediglich eine Zunahme von
nur 7.6% auf. Bei Personen von 20-45 Jahren (Werner et al.; 1995) konnte keine
signifikante Zunahme von Hirntumoren nachgewiesen werden. Ebenso berichten
Davis et al. (1998) über einen Rückgang von GBM bei jüngeren Patienten, gleich-
zeitig hingegen jedoch eine Zunahme dieser Tumore bei Patienten ³ 65 Jahre (s.
Tab.2). Epidemologische Studien von Kallio et al. (1991) zeigen gleichfalls einen
Anstieg der Inzidenz von Gliomen bei Männern ³ 64 Jahre von 0.09 in den Jahren
1953-1957 auf 8.0 in den Jahren 1980-1984. Da mit einem weiteren Ansteigen
des Lebensalters zu rechnen ist, wird sich diese Tatsache zukünftig in einem wei-
teren Ansteigen der Zahlen wiederspiegeln.
Tab.2 Änderung des Durchschnittsalter von GBM-Patienten bei Diagnose-
stellung zu verschiedenen Zeitperioden (aus: Davis et. al., 1998).
1.2 Therapie von Hirntumoren: gestern, heute, morgen
Vor 115 Jahren – am 25. November 1884 - wurde erstmals unter (vergleichswei-
se) aseptischen Kautelen ein Hirntumor exstipiert. Bei diesem Tumor, der in der
Nähe der 3. oberen Rolando-Fissur lag, wird es sich wahrscheinlich um ein
Tumor-Typ
Type
1973-80    1981-85    1986-91
Durchschnittsalter
bei Diagnosestel-
lung (Jahre)
Änderung des
Durch-
schnittsalters
(Jahre)
Alters-
gruppe
(Jahre)
    GBM             £ 20           13.3         13.2          10.5                   -2.8
    GBM             ³ 65           71.8         72.6          73.1                  +1.3
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Oligodendrogliom gehandelt haben (neuroepithelialer Grad II Tumor nach WHO-
Klassifikation). Obwohl die Operation komplikationslos verlief und der Tumor ent-
fernt werden konnte, verstarb der Patient 28 Tage später; allerdings an einer eitri-
gen Meningitis. In den 30er und 40er Jahren unseres heutigen Jahrhunderts wur-
den die Möglichkeiten der chirugischen Intervention durch Cushing weiter optimiert
und zur Behandlungsmethode der Wahl bei der Therapie der Hirntumoren.
Obwohl sich unser Wissen um die Funktionen und Leistungen des Gehirns ständig
erweitert und verbessert, hochsensible diagnostische Methoden erfunden wurden
(Hirnszintigraphie, MRT, CT, SPECT Angiographie u.a.) und eine histologische
Einteilung der verschiedenen Tumore eingeführt wurde, konnten die therapeuti-
schen Möglichkeiten bislang nicht in dem gleichen Maße Schritt halten. Die chirur-
gische Intervention - in Kombination mit postoperativer Bestrahlung – stellt weiter-
hin das therapeutische Mittel der Wahl - oder zumindest den Hauptpfeiler einer
multimodalen Therapiestrategie - dar. Heuser (1990) beschreibt eine durchschnitt-
liche postoperative Überlebenszeit von 6 Monaten; bei alleiniger Operation ohne
nachfolgende adjuvante Therapie. Mittels postoperativer Radiotherapie wird oft-
mals eine Überlebenszeit-Verländerung von weiteren 6 Monaten (Bamberg et al.,
1996; Heuser, 1990) erzielt. Eine externe fraktionierte Strahlen-Therapie gehört
daher zur multimodalen Standardbehandlung bei GBM-Patienten. Aus klinischen
Untersuchungsreihen der Brain Tumor Study Group (BTSG)/Brain Tumor Coope-
rative Group (BTCG) (Walker, 1980; Shapiro, 1989) sowie der Radiation Therapy
Oncology Group (RTOG) (Chang, 1983) ist bekannt, daß mittels externer fraktio-
nierter Strahlen-Therapie, die mittlere Überlebenszeit von Patienten mit GBM und
Anaplastischem Astrozytom (AA) signifikant verlängert werden kann (Stea et al.,
1994). Nichtsdestotrotz bleibt die Prognose des GBM weiterhin denkbar schlecht
und die Überlebensraten sind noch immer extrem kurz (Tab. 1). Durmaz et al.
(1997) berichten über eine mittlere Überlebenszeit von 53 Wochen, wobei hier
kein Patient länger als 3 Jahre überlebte; lediglich 8.6% seiner Patienten lebten
überhaupt länger als 2 Jahre. Quigley et al. (1995) fanden ebenfalls eine mittlere
Überlebenszeit von nur wenigen Monaten. Abhängig von der Radikalität der Re-
sektion lassen sich allerdings sowohl eine Verlängerung der mittleren Überlebens-
zeit
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(76 Wochen), als auch eine Verbesserung der postoperativen Lebensqualität er-
zielen (Daneyemez et al., 1998).
Ammirati et al. (1987) fanden bei Patienten mit einer Totalresektion postoperativ
einen verbesserten Karnofsky-Index, im Vergleich zu jenen Patienten, denen nur
eine subtotale Resektion zukam. Die Patienten mit Totalresektion verbrachten
nach der Operation eine signifikant längere Zeitspanne in einer unabhängigen
Lebensweise und somit auch mit einer verbesserten Lebensqualität.
Weitere adjuvante und neoadjuvante Therapien, wie z.B. Chemo-, Immuno-, Hy-
perthermie- und Photodynamische-Therapie wurden eingeführt, konnten die Pro-
gnose des GBM jedoch nicht deutlich verbessern.
Bei den Chemotherapeutika hat sich vor allem das Nitrosoharnstoffderivat BCNU
(1,3-bis(2-chloroethyl)-1-nitrosourea) als wirksam erwiesen. Fine et al. (1993) und
Heuser (1990), wie auch Chamberlain (1998) berichten über einen positiven,
wenn auch eher adjuvanten Effekt dieser Substanz bei malignen Gliomen. So leb-
ten laut in einer Studie von Heuser, nach 2 Jahren noch 30% der mit BCNU be-
handelten Patienten. Bei über der Hälfte (13/23) dieser Patienten lag ursächlich
allerdings ein AA vor, das per se eine deutlich bessere Prognose aufweist. Die
Ergebnisse dieser Studie dürfen bei der Therapie des GBM daher nicht überbe-
wertet werden. Nach Gundersen (1998) kommt der adjuvanten Chemotherapie ein
nachgewiesener Nutzen lediglich bei der Behandlung der Anaplastischen Gliome
zu, nicht hingegen bei der Therapie von Glioblastomen.
Photodynamische Therapie-Strategien mit intravenösen Porphyrin-
Photosensitizern zeigten - abhängig vom Patientengut - geringfügig verbesserte
Überlebensraten bei Patienten mit malignen Gliomen (Muller und Wilson, 1996).
Auch hier profitierten eher Patienten mit AA; GBM-Patienten zeigten in dieser
Studien ein 2-Jahres-Überleben von 0% (!). Die Photodynamische Therapie
scheint daher in erster Linie einer ausgewählten Patientenschaft – mit einer be-
stimmten Tumorart - vorbehalten zu sein.
Alles in Allem bedeutet die Diagnose eines Hirntumors oftmals für den Betroffenen
eine sehr ernste Prognose, bei der die multimodale Intervention keine endgültige
Heilung bringen, sondern lediglich eine mehr oder minder kurzfristige Besserung
für den Patienten bedeuten kann. So haben sich z. B. die Über-lebenszeiten nach
Diagnosestellung eines GBM, trotz ständig verbesserter
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Operationsmethoden, in den letzten fünf Jahrzehnten nicht dramatisch verbessert
und bedeuten heute noch immer für den Betroffenen den sicheren Tod meist in-
nerhalb von ein bis zwei Jahren.
1.3 Grundzüge der Tumorentstehung
Um einen Tumor therapeutisch besser angehen zu können, ist es wichtig, ihn in
seiner Entstehung zu verstehen. Therapieansätze könnten so eventuell bereits in
diesem Stadium greifen. Mit unserem heutigen Wissen um die Pathologie und
Biologie von Tumoren besteht daher Grund für Optimismus, insbesonders durch
die Entwicklung und die Fortschritte, die in der Molekularbiologie gemacht wurden.
Die Verbesserung der molekulargenetischen Techniken sowie das fortschreitende
Wissen auf diesem Gebiet in den vergangenen 10 bis 20 Jahren, führte zu der
Erkenntnis, daß verschiedene genetische Alterationen im Genom einer (Tumor-
)Zelle an ihrer Entartung beteiligt sind. Dies hat zur Formulierung zweier in Wech-
selbeziehung stehender Konzepte der Onkogenese geführt.
1. Entartung, wie auch Progression oder Tumorwachstum sind wahr-
scheinlich das Resultat einer inadäquaten Expression genkodierter
Proteine, welche die Zelldifferenzierung und Proliferation beeinflus-
sen; diese „überaktiven“ Gene werden Onkogene genannt (definiti-
onsgemäß sind Onkogene zur insertionellen Kanzerogenese befähigt;
es handelt sich um DNA-Sequenzen, die für ein Protein kodieren,
welches eine Zelle transformieren kann, oder fähig ist bei Tieren
Krebs zu induzieren); hierbei handelt es sich um Varianten normaler
Zellgene, auch Proto-Onkogene genannt (Varmus, 1984). Zu den On-
kogenen zählen u.a. Wachstumsfaktoren und ihre Rezeptoren, wie
z.B. der Platelet-Derived Growth Factor-Receptor (PDGFR; c-sis) und
der Epidermal Growth Factor-Receptor (EGFR; c-erbB1), die Tyrosin-
spezifischen Protein-Kinasen – z.B src, die Guanin-bindenden Protei-
ne (G-proteins; ras) u.a. Die Beziehung zwischen Auftreten der Akti-
vierung bestimmter Onkogene und der Entstehung von Tumoren des
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ZNS ist teilweise bekannt. So sind bei Astrozytomen molekulargeneti-
sche Veränderungen nachgewiesen, die während der Progression
zum GBM auftreten und vermutlich Anteil an der neoplastischen Initia-
lisierung, der Progression und/oder des neoplastischen Wachstums
haben. An dieser Stelle sei auf den Abschnitt 1.7 dieses Kapitels
verwiesen.
2. Es gibt eine Gruppe von Genen, die als sog. Tumor-Suppressorgene
bezeichnet werden. Es handelt sich hierbei um Gene, deren „anti-
kanzerogene“ bzw. protektive Funktion solange eines der beiden Al-
lele funktionsfähig. In diesem Sinn handelt es sich bei Verlust oder
Mutation dieser Gene im Rahmen der Tumorentstehung um einen re-
zessiven Prozeß. Ein Beispiel für den hier zugrundeliegenden Me-
chanismus bietet die Pathogenese des Retinoblastoms, welches in
zwei möglichen Varianten, als familäre (hereditäre) oder sporadische
Form, auftreten kann (Friend et al., 1988). In diesem Zusammenhang
soll hier aber lediglich auf die „two-hit“ Theorie von Knudson (1971)
hingewiesen werden.
An dieser Stelle erwähnt werde sollte das Tumorsuppressorgen p53, dessen
Mutation oder Verlust eine der frühesten nachweisbaren genetischen Altera-
tionen z. B. in der Tumorgenese von Astrozytomen darstellt (James et al.,
1989; von Deimling et al., 1992a). Konsequenzen dieser Mutation sind mit-
unter die (in)direkte Herunter-Regulierung des Angiogenese-Inhibitors GD-
AIF (glioma derived angiogenesis inhibitory factor), oder die Hochregulie-
rung des Promotors von FGF (Fibroblast Growth Factor) in menschlichen
Gliom-Zellinien. Hierbei handelt es sich um einen potenten mitogenen und
angiogenetischen Faktor, der normalerweise durch die physiologische p53-
Form (p53-wild type) herunterreguliert wird (Ueba et al., 1994).
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1.4 Problemstellung
Experimentelle Tumormodelle an Tieren haben erheblich dazu beigetragen, zu
einem Verständnis zu gelangen, welche Faktoren und/oder molekulargenetischen
Veränderungen im ZNS zu einer Transformierung von Zellen führen können, oder
zumindest an ihr beteiligt sind.
Transplazentar mittels Harnstoffderivate induzierte experimentelle Tumore der
Ratte lieferten hierzu interessante Ergebnisse, so z. B. die Entdeckung des neu-
Gens in NEU-induzierten Schwannomen der Ratte (Schechter et al., 1984), wel-
ches homolog zum humanen Gen ErbB-2 ist (auch c-neu oder HER-2 genannt)
und häufig in Mamma- und Ovarial-Karzinomen amplifiziert wird (Hynes, 1993).
Das ErbB-2/Neu-Gen kodiert für eine Rezeptor-Tyrosin-Kinase (RTK) (c-erbB2)
(Bargmann et al., 1986) mit einem Molekulargewicht von 185 kDa, welche ihrer-
seits wiederum eine hohe Homologie zum Rezeptor für den Epidermalen Wachs-
tumsfaktor (Epidermal Growth Factor-Receptor, EGFR) (Coussens et al. 1985)
aufweist (s. Fig. 1).
Die Bedeutung des EGF-Rezeptors für die Tumorentstehung bei glialen Tumoren
liegt darin, daß ca. 40% der menschlichen Glioblastome eine Amplifikation dieses
Rezeptors aufweisen (Leon et al. 1994).
Um sowohl die Rolle, die der EGF-Rezeptor in menschlichen GBM spielt, besser
verstehen zu können als auch die experimentelle Erforschung neuer Therapiean-
sätze zu testen, spielen Modellsysteme, wie die der experimentell induzierten Tu-
moren der Ratte eine bedeutende Rolle. Im folgenden Abschnitt soll nun zunächst
das benutzte Tumormodell sowie die Genetik und Biochemie des Rezeptors und
seiner Aktivierung beschrieben werden.
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Fig. 1 Schematische Darstellung der AS-Sequenz-Übereinstimmung (in Prozent)
verschiedener Domänen des EGF-Rezeptors und von c-erbB2 (Cancer Topics,
1992 Vol.8.).
1.4.1 Chemische Karzinogenese
Methylcholanthren war die erste Substanz, die von Seligmann und Sher (1939) zur
experimentellen Erzeugung von Tumoren des Nervensystems an Mäusen verwandt
wurde. Methylcholanthren stellte sich in den folgenden Jahren als eine Substanz
heraus, die mit großer Sicherheit Tumore des ZNS bei Mäusen induzierte (Tansley
und Wilson, 1947). Allerdings war es einerseits noch notwendig, das verwendete
karzinogene Agens mittels Pellet-Implantation direkt in das Cerebrum des Ver-
suchstieres einzubringen. Andererseits zeigten das Methylcholanthren sowie die
ebenfalls verwendeten Substanzen Dibenzanthrazen und Benzpyren - allesamt
42
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karzinogene Kohlenwasserstoffe - lediglich eine hohe Wirksamkeit an Mäusen; an
Ratten kam es zu einer weniger gut steuerbaren Induktion von ZNS-Tumoren
(Sweet und Bailey, 1941).
Dieses Dilemma beendeten Maggee und Barnes 1956 durch die Einführung einer
neuen Substanzgruppe, den N-Nitrosoverbindungen (Nitrosamide).
Dem bei reaktiven Zerfall von N-Nitrosoverbindungen entstehenden Diazoalkan
kommt hier vermutlich die kanzerogene Wirkung zu (Druckrey et al., 1968). Die
erste bedeutende Substanz stellte das Dimethylnitrosoamin dar, welches nicht
mehr mittels Implantation zugeführt werden mußte, sondern resorptiv aufgenom-
men werden konnte.
Ein weiterer Durchbruch gelang mit der Substanz Äthylnitrosoharnstoff (ÄNH), wel-
cher auf transplazentaren Weg eine Tumorgenese induzieren konnte (Druckrey et
al., 1968). Um bei der Nachkommenschaft von tragenden Ratten neurogene Tu-
moren zu induzieren, genügt bereits eine einmalige intravenöse ÄNH-Applikation,
welche ohne toxische oder kanzerogene Auswirkung auf das Muttertier bleibt. Die
entsprechende Methylverbindung erwies sich bei ähnlicher karzinogener Wirk-
samkeit als weitaus toxischer (LD 50 des ÄNH beträgt 240 mg/kg Körpergewicht
nach oraler oder intravenöser Gabe gegenüber 100 mg/kg Körpergewicht bei
Methylnitrosoharnstoff (MNH)). ÄNH-Gabe um den 20. Tag post coitum beim Mut-
tertier, oder am 1. Tag post partum beim Jungtier führt in einem hohen Prozentsatz
zu malignen Schwannomen im intrakraniellen Teil des Nervus trigeminus (Druckrey
et al., 1966). Eine Erklärung, warum der Applikationszeitpunkt eine so wichtige
Rolle bei der Gabe von N-Nitrosoverbindungen spielt, lieferte Magee (1968).
Er fand, daß 7-Methylguanin als Folge einer Methylierung nur bei solchen Feten
einer Ratte gebildet wird, die am 21. Tag der Gestation einem radioaktiv mar-
kierten Dimethylnitrosamin ausgesetzt waren. Dies liegt wiederum darin begrün-
det, daß die zur Dealkylierung erforderlichen Hydroxylasen erst kurz vor bzw. nach
dem Geburtstermin bei der Ratte gebildet werden. Die un- und neugeborenen Tie-
re befinden sich daher zu diesem Zeitpunkt in einer besonders vulnerablen Peri-
ode.
Durch die Alkylierung von Guanin an der O6 Position kommt es zu einem dauer-
haften DNA-Schaden (Goth und Rajewski, 1974; Marginson und Kleihues, 1975),
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im Sinne einer anormalen Basenpaarung (G-T anstatt G-C). Was nun folgt, kann
man sich folgendermaßen vorstellen: die Stabilisierung dieser abnormen Basen-
paarung führt zu einer Punktmutation, welche z.B. die Aktivierung des Ras-
Onkogens nach sich ziehen kann (Zabel et al., 1985). Ähnlich kommt es in mit
ÄNH behandelten Tieren durch Punktmutation zu einer Aktivierung des neu Gens
in ein dominantes Onkogen.
Mennel und Groneck (1977) etablierten von diesen chemisch-induzierten Tumoren
sog. Transplantations-Tumore und in-vitro-Systeme, um die zum Teil sehr langen
Induktionszeiten zu umgehen. Eben solche Transplantat-Tumore wurden in der
vorliegenden Arbeit verwendet und untersucht.
Von den transplazentar mit ÄNH induzierten Hirntumoren wurden Tumorlinien ab-
geleitet, die entweder durch intrazerebrale Tier-zu-Tier-Passage oder in-vitro kulti-
viert wurden. Nach etwa 12 Passagen stellen sich die Transplantat-Tumore als
entdifferenzierte Gliome dar. Die relativ kurze Induktionszeit und die Reproduzier-
barkeit der morphologischen Befunde machen dieses Modell geeignet für Thera-
pieversuche. Allerdings scheint sich noch eine Veränderung der Suszeptibilität
gegenüber therapeutischen Ansätzen einzustellen, die allerdings nicht mit Verän-
derungen im histologischen Erscheinungsbild einhergeht.
Es wurde bereits eingangs darauf hingewiesen, daß die molekulargenetische
Untersuchung humaner GBM in einem hohem Prozentsatz eine Amplifikation des
EGF-Rezeptor-Gens – und anderer z.B. Zell-Zyklus-steuernder Gene – zeigte,
weshalb im folgenden Kapitel kurz auf die RTK – zu denen der EGF-Rezeptor ge-
zählt wird – eingegangen werden soll.
1.4.2 Rezeptor-Tyrosin-Kinasen und Signaltransduktion
Um eine kontrollierte Steuerung verschiedener Funktionen wie Wachstum, Zelldif-
ferenzierung oder auch reparativer Vorgänge in einem vielzelligen Orga-nismus zu
gewährleisten, bedarf es verschiedener (Polypeptid-) Wachstumsfaktoren und
ihrer Rezeptoren.
Hierbei handelt es sich unter anderem um Rezeptoren mit Tyrosinkinase-Aktivität,
deren Aufbau und Funktion erläutert werden soll. Die RTK werden aufgrund struk-
tureller Unterschiede in Subklassen unterteilt (Schlessinger und Ullrich, 1992).
20
Vertreter dieser Subklassen sind z.B.:
Epidermal Growth Factor-Receptor (EGFR)  Platelet Derived Growth Factor-Receptor
(PDGFR)  Fibroblast Growth Factor-Receptor (FGF-R)  Insulin-Receptor (IR)  Insulin-
like Growth Factor-Receptor-1 (IGFR-1)  Nerve Growth Factor-Receptor (NGFR)  Va-
scular Endothelial Growth Factor-Receptor (VEGFR)   Macrophage Colony Stimulating
Factor-Receptor (M-CSFR)
Abb.2 Die sechs Unterfamilien der Rezeptor-Tyrosin-Kinasen
Einteilung der RTK in Subfamilien aufgrund struktureller Unterschiede; angegeben
sind jeweils nur ein oder zwei Vertreter jeder Subfamilie (EGFR = Epider-
mal Growth Factor Receptor, IGF-R = Insulin-like Growth Factor Receptor, NGF-R
= Nerve Growth Factor Receptor, PDGF-R = Platelet Derived Growth Factor Re-
ceptor, M-CSF-R = Macrophage Colony Stimulating Factor Receptor, FGF-R =
Fibroblast Growth Factor Receptor, VEGF-R = Vascular Endothelial Growth Fac-
tor Receptor).
In die Subklasse/Unterfamilie I, zu der auch der EGF-Rezeptor gehört, zählen
desweiteren z.B. noch die ErbB-2/Neu, ErbB-3 und ErbB-4 Genprodukte.
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Die Rezeptorproteine bestehen aus einer glykosylierten extrazellulären Domäne
(extra-cellular domain, ECD), einer hydrophoben transmembranen Domäne
(transmembrane domain; TMD) und einer katalytischen, zytoplasmatischen Do-
mäne (intracellular domain, ICD). Beim EGF-Rezeptor besteht die ECD aus zwei
cysteinreichen Regionen, welche die Liganden-bindende Region flankieren (Lax et
al., 1988; Schlessinger und Ullrich, 1992). Die TMD setzt sich aus 23 -25 hydro-
phoben Aminosäuren zusammen und stellt die Verbindung zwischen extra- und
intrazellulärer Domäne dar. Die ICD besitzt die bereits erwähnte Tyrosinkinase,
die eine wichtige Rolle bei der zytosolischen Signalübertragung spielt.
Lemmon und Schlessinger (1994) haben die funktionelle Aktivierung von RTK am
EGF-Rezeptor untersucht. Die bedeutende Frage war hier, wie es nach der Bin-
dung eines Liganden am Rezeptor - trotz räumlicher Trennung durch die Zellmem-
bran - zu einer Aktivierung der zytoplasmatischen Tyrosinkinase kommen kann.
Der erste Schritt der Aktivierung der RTK ist die Bindung des Liganden an extra-
zelluläre Formationen, die durch spezielle Faltung der Cystein-Gruppen entstehen.
Diese Konformationsänderung bedingt einerseits eine ATP-Bindung an einer de-
finierten, hoch konservierten Region des Moleküls, andererseits kommt es zu ei-
ner Veränderung der Verteilung der EGF-Rezeptoren auf der Zelloberfläche - von
einem Zustand von verstreuten Rezeptoren in einen Zustand von dimerisierten
oder gruppierten Rezeptoren (Schlessinger, 1988).
Zwei Wege, die zu einer Dimer-Bildung führen könnten, werden diskutiert. Einer-
seits könnte ein bivalenter Ligand befähigt sein gleichzeitig zwei (verschiedene)
Rezeptoren zu binden und hierdurch die Dimerisierung ermöglichen. Ebenfalls
denkbar ist eine durch die Ligandbindung induzierte Konformationsänderung, wel-
che die aktive, dimere Form ermöglicht und stabilisiert. Weiterhin denkbar wäre
die Möglichkeit (Basu et al. 1989) einer Liganden-induzierten Überführung eines
ruhenden, inaktiven, monomerischen in einen aktiven monomerischen Rezeptor.
Das Modell der Hetero/Homo-Dimerisierung würde - abhängig von der Struktur
des Liganden - die Kombination unterschiedlicher Rezeptormoleküle ermöglichen.
Denkbare Folge wäre eine Steigerung der Vielfalt der Signalreize (Lemmon und
Schlessinger, 1994).
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Die Heterodimerisierung der extrazellulären Domäne erhöht einerseits die Anzahl
möglicher Ligand - Rezeptor - Interaktionen, andererseits wird durch die Dimeri-
sierung auf der zytoplasmatischen Seite die Variationsbreite der SH2-Domänen
enthaltenen Signalmoleküle, die an diese Rezeptoren binden können, vervielfältigt
(s.a. Abb.3). Bei den SH2-Domänen handelt es sich um Domänen mit Affinität zu
den phosphorylierten Autophosphorylierungsstellen der Rezeptoren; hoch konser-
vierte nicht-katalytische Domänen ,welche „src homology domains“ 2 und 3 (SH2
und SH3) genannt werden, da sie erstmals im src-Genprodukt pp60src nachge-
wiesen wurden (Schlessinger, 1993).
Böni-Schnetzler und Pilch (1987) fanden außerdem, daß dimerisierte Rezeptoren
eine höhere Bindungsaffinität für Wachstumsfaktoren besitzen als monomerische
Rezeptoren.
Desweiteren führt die Bindung des Epidermalen Wachstumsfaktors an seinen
Rezeptor zu einer Veränderung der enzymatischen Eigenschaften der Tyrosin-
Kinase-Aktivität gegenüber exogenen Substraten, was sich durch einen Abfall der
Km für die Substrat-Phosphorylierung und einem Anstieg von Vmax der Reaktion
zeigt (Carpenter, 1987; Gill et al, 1987).
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Abb. 3 Homo- und Heterodimerisierung der Rezeptorvarianten der
EGF-Rezeptor-Familie.
Obere Reihe: Die vier bekannten Mitglieder der EGF-Rezeptor-Familie. Untere
Reihe: Die sieben bekannten von zehn denkbaren Möglichkeiten (nach Lemmon
und Schlessinger, 1994)
Die Zusammenlagerung des EGF-Rezeptors zu Dimeren ermöglicht die gegen-
seitige Phosphorylierung der Tyrosin-Reste beider zytoplasmatischer Domänen
(Honegger et al., 1990). Phosphatgruppen werden von ATP auf Tyrosin-
Seitenketten, sowohl des Rezeptors selbst, als auch auf andere spezifische zellu-
läre Proteine transferriert (Di Fiore et al., 1990). Diese reversible Phosphorylie-
rung ist die Strategie der Zelle zur Signaltransduktion. Die transmembrane Domä-
ne bleibt während dieses Vorgangs unverändert und dient lediglich der Verbin-
dung zwischen extra- und intrazellulärer Domäne sowie der Verankerung in der
Zellmembran.
In letzter Zeit mehren sich die Hinweise, daß eine abnormale Wachstumsregulati-
on z. B. in malignen astrozytischen Neoplasien, u.a. in engem Zusammenhang mit
einer Amplifikation einzelner Gene und konsekutiv vermehrter Expression von RTK
steht. So weisen maligne Astrozytome und GBM in einem hohem Prozentsatz eine
Amplifikation des EGF-Rezeptor-Gens auf; ebenfalls beobachtet werden konnte
eine verstärkte Expression von EGF-Rezeptor (Kristt et al. 1993; Kristt und Yar-
den, 1996).
Einige der Substratmoleküle, die an die Phosphotyrosine des aktivierten Rezep-
tors binden, sind in letzter Zeit kloniert und biochemisch charakterisiert worden.
Große Bedeutung haben hier jene bereits erwähnten Moleküle erlangt, die über
Domänen mit Affinität zu den phosphorylierten Autophosphorylierungsstellen der
Rezeptoren verfügen; unterschiedlich zwar in ihren Strukturen und Funktionen, be-
sitzen sie jedoch gemeinsam zwei hoch konservierte nicht-katalytische Domänen
(SH2 und SH3) (Schlessinger, 1993).
Die SH2-Domäne erkennt die Phosphotyrosine des Rezeptors und befähigt die
Proteine sich an die aktivierte RTK zu binden. Beteiligte Signal-Proteine sind das
GTPase-activating protein (GAP) und die Phospholipase-C-g (PLC-g), die den
Inositol-Phospholipid-Signalweg einleitet (Margolis et al., 1990). Ebenso reagiert
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das GBR2-Protein, das über SH2- und SH3-Domänen verfügt, mit aktivierten Re-
zeptoren der EGF-Rezeptor-Familie.
Abb. 4 Rezeptoraktivierung. Extrazelluläre Liganden-Bindung (1) führt
zur Rezeptor-Dimerisierung (2) und konsekutiver Autophosphorylierung (2). Im An-
schluß hieran phosphorylieren die aktivierten Rezeptor-Komplexe (3) die
zytoplasmatischen Substrat-Proteine (SP), welche dann die spezifische zelluläre
Reaktion initiieren.
Über diese Phosphorylierung besteht somit eine direkte Verbindung der RTK- und
des Ras-vermittelten Signalweges in der Zelle (Schlessinger, 1993).
Das Ras-Protein stellt ein weiteres Verbindungsglied in der intrazellulären Signal-
kaskade dar, welches durch die RTK aktiviert wird; Ras gehört in die Superfamilie
der monomerischen GTPasen und wird durch Binden von GTP bzw. GDP aktivert
bzw. inaktiviert. Bindungsstelle für GTP am Ras-Molekül sind die Aminosäuren 12,
13 und 61, welche bei krebserzeugenden Mutationen häufig verändert sind. Ras
unterstützt die Signalübermittlung der RTK zum Zellkern sowie die Stimulation von
Zellproliferation und Zelldifferenzierung.
ATAT
ADP
ATAT
ADP ADPADP
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Abb. 5 Regulation der Ras-Aktivität. GTPase-aktivierende Proteine
(GAPs) inaktivieren Ras, durch Hydrolyse des gebundenen GTP. Die Guanin-
Nucleotid-Releasing-Proteine ihrerseits, aktivieren Ras. Diesem Prozeß vorge-
schaltet ist die RTK, die Ras entweder durch Aktivierung der GNRPs oder Inakti-
vierung der GAP aktivieren kann.
Guha et al. (1997) konnten zeigen, daß in humanen Astrozytom-Zellinien erhöhte
Ras–Konzentrationen zu einer gesteigerten Proliferationsrate führen. Durch Blok-
kade von Ras durch einen Farnesyl-Transferase-Inhibitor oder mittels Expression
einer Ha-Ras-Asn17-dominant-negativen Mutation konnte in-vitro eine Proliferati-
onsabnahme in den humanen Astrozytom-Zellinien herbeigeführt werden. Dies
spricht dafür, daß z.B. Proliferationssignale in malignen humanen Astrozytomen
unter anderem über den Ras-Signalweg vermittelt werden.
Der Vorgang der Proliferation und Differenzierung kann, außer durch gegen Ras
gerichtete Antikörper, ebenfalls durch Inaktivierung der GAP oder Aktivierung der
guanine nucleotide release proteins (GNRP’s) initiiert werden. Durch Hydrolyse
des gebundenen GTP zu GDP ist die Aktivierung des Ras-Proteins zeitlich limi-
tiert. Um aber die Zelle zur Proliferation oder Differenzierung zu stimulieren bedarf
es stabilerer Signalprotein-Formen. Bei diesen stabileren Protein-Zustandsformen
handelt es sich um spezielle Serin/Threonin-Kinasen, von denen einer Gruppe ei-
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ne besondere Rolle zukommt. Diese mitogen-activated protein (MAP) kinases
(auch extracellular-signal-regulated kinases (ERKs)) bezeichneten Kinasen
müssen - um ihre volle Aktivität erreichen zu können - sowohl am Serin, als auch
am Threonin phosphoryliert werden.
Die Protein-Kinase, die das bewerkstelligt ist die sog. MAP-Kinase-Kinase, wel-
che ihrerseits durch Phosphorylierung der MAP-Kinase-Kinase-Kinase aktiviert
wird. Die MAP-Kinase-Kinase-Kinase wiederum wird durch die Bindung von Ras
aktiviert.
Wie aber bereits oben erwähnt, stellt die MAP-Kinase nur eine stabilere Zu-
standsform dar, die benötigt wird um das Rezeptorsignal durch das Zytosol zum
Zellkern und somit zur DNA zu transportieren. Hier phosphoryliert die MAP-Kinase
einen SRF (serum response factor)/ELK-1 genannten Komplex, welcher in der
Regulator-Region des sog. fos-Gens liegt und somit letztlich die Transkription des
fos-Gens betreibt. Zusätzlich kann die MAP-Kinase das Jun-Protein phosphorylie-
ren, welches sich mit dem soeben entstandenen fos-Gen-Produkt zu einem active
gene regulatory protein, AP-1 genannt, formiert. Dessen Rolle bei der Stimulie-
rung der Zellproliferation konnte jedoch noch nicht abschließend geklärt werden.
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Abb. 6 Ras und C-Kinase aktivieren die Serin/Threonin-
Phosphorylierungs-Kaskade. Binden von aktiviertem Ras führt zur Aktivierung der
MAP-Kinase-Kinase-Kinase (häufig eine Serin/ Threonin-Kinase).
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Es ist ersichtlich, daß sowohl eine veränderte Expression wie auch eine struktu-
relle Veränderung unterschiedlicher Teile dieser Signaltransduktionskette durch
unkontrolliertes Wachstum oder Zelldifferenzierungsdefekte zu einer tumorösen
Entartung führen kann. Ein detailliertes Wissen der möglichen Zusammenhänge
abnormer Signaltransduktionswege und ihrer möglicherweise konsekutiven Er-
krankungen ist daher eine unerläßliche Grundlage für pathogeneseorientierte The-
rapien.
1.5 EGF und EGF-Rezeptor
1.5.1 EGF
1962 wurde von Cohen in der Submandibulardrüse von Mäusen ein Protein ent-
deckt, welches zu vorzeitiger Lidöffnung und Zahnaussprossung führte, wurde ein
Extrakt aus o.g. Drüse neonatalen Ratten injiziert. 1972 konnte von Savage ein 53
AS großes Protein aus der Submandibulardrüse von Mäusen extrahiert und se-
quenziert werden. Savage et al. (1972) zeigten, daß dieses Peptid (EGF) neben
den das Wachstum fördernden Effekten, ebenfalls den Glukose- und Aminosäure-
Uptake der Zellen stimulierte.
Die Sequenz-Analyse des EGF zeigte ein 53 AS großes Protein, dessen 6 kon-
servierte Cystein-Reste über Kreuzbindung zur Ausbildung dreier Peptid-Loops
innerhalb des Proteins führen (Savage et al., 1973).
Das kodierende Gen für den Epidermalem Wachstumsfaktor (EGF) liegt beim
Menschen auf Chromosom 4 (Zabel et al., 1985; Morton et al., 1986) und bei der
Maus auf Chromosom 3 (Zabel et al., 1985); es ist 120 kb groß und besteht aus
24 Exons (Mensch).
EGF führt neben der Beschleunigung des Lidöffnens und der Zahnaussprossung
bei der Maus, zur Lungenreifung in foetalen Kaninchen (Catterton et al., 1979).
Ferner stimuliert es das Magenmukosa-Wachstums bei Ratten (Dembinski et al.,
1985) und inhibiert die Magensäure-Sekretion (Kirkegaard et al., 1983).
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Der Epidermale Wachstumsfaktor (EGF) kommt ubiquitär im gesamten Körper
vor, wobei die höchste Konzentration in der Submandibulardrüse der männlichen
Maus gefunden wird (die Konzentration in der Submandibulardrüse der weiblichen
Maus ist ungefähr 10fach niedriger). Ebenfalls hohe Konzentrationen des Epider-
malen Wachstumsfaktors (EGF) weist die Niere auf, diese betragen allerdings nur
50% der Konzentrationen der Submandibulardrüse der männlichen Maus.
1.5.2 EGFR
Die Isolierung des EGF machte die Aufreinigung des EGF-Rezeptors aus der
Plattenepithel-Karzinom-Zellinie A431 - in welcher dieser überexprimiert wird
(Wrann et al., 1979) – möglich, so daß cDNA-Sequenz (Downyard et al., 1984;
Ullrich et al., 1984) und genomische Struktur (Haley et al., 1987) aufgeklärt werden
konnten.
Der EGF Rezeptor ist ein 170 kDa großes Glykoprotein, welches aus den be-
schriebenen 3 Domänen besteht. Seine 621 AS große ECD ist für die Ligan-
denerkennung verantwortlich. Eine aus 23 AS bestehende TMD verankert das
Protein in der Zellmembran und stellt das Bindestück mit der aus 542 AS beste-
henden ICD dar, welche vornehmlich Tyrosin-Kinase-Aktivität aufweist.
Das EGF-Rezeptor-Gen liegt beim Menschen auf Chromosom 7p14-12, bei der
Maus auf Chromosom 11 und bei der Ratte auf Chromosom 14. Es ist ungefähr
110 kb groß und besteht aus 26 Exons, von denen die Exons 2 - 14 für die extra-
zelluläre Domäne, die Exons  5 - 8 und 12 - 14 für die cysteinreiche Domäne,
Exon 15 für die transmembrane Domäne, die Exons 16 - 21 für die Tyrosin-
Kinase-Domäne und die Exons 22 - 26 für die Autophosphorylierungs-Region ko-
dieren.
Der EGF-Rezeptor wird - mit Ausnahme des hämatopoetischen Systems - in allen
Geweben exprimiert. Experimentell konnte gezeigt werden, daß die meßbare
Menge von mRNA für den EGF-Rezeptor nach Stimulierung mit Epidermalem
Wachstumsfaktor (EGF) stark ansteigt (Clark et al., 1985; Earp et al., 1986; Kud-
low et al., 1985).
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1.6 EGF-Rezeptor-Variante
In den vergangenen Jahren wurden mehrere trunkierte/alterierte – das heißt in ih-
rer Größe und ihrem Aufbau veränderte - Formen des EGF-Rezeptors entdeckt
und beschrieben (s.a. Abb. 7). Alterierte Rezeptoren sind weitverbreitet in der
Familie der Wachstumsfaktor-Rezeptoren (Growth Factor Receptors/GFR) (s.u.)
und können physiologisch z.B. durch Proteolyse des transmembranen Rezeptors,
alternatives Splicing der mRNA oder Gen-Rearrangement innerhalb eines Chro-
mosoms (Merlino et al.; 1985) entstehen; ebenso aber auch auf dem Boden von
Mutationen. Bei letzterem Mechanismus handelt es sich dementsprechend um
einen unphysiologischen Vorgang. Man hat bislang in Tumoren ausschließlich die-
se mutagen generierten Rezeptoren nachweisen können.
Die am häufigsten vorkommende mutagene – also unphysiologische – Variante
(s. Abb. 8) des EGF-Rezeptors ist durch eine Deletion der Exons 2 – 7 gekenn-
zeichnet (EGFRdelta2-7), resultierend in einem Verlust von 267 Aminosäuren
(Nagane et al., 1996; Prigent et al., 1996; Yamazaki et al., 1988; Nishikawa et al.,
1994). Folge ist ein in der extrazellulären Domäne trunkierter Rezeptor. Die biolo-
gische Konsequenz dieses nur noch 140 kDa großen Rezeptors ist nicht letztend-
lich geklärt. Untersuchungen weisen jedoch darauf hin, daß diese Alteration zu
einer verstärkten Aktivierung der Tyrosin-Kinase-Aktivität (Yamazaki et al., 1988)
bzw. zu einer konstitutiven Phosphorylierung des Rezeptors (Pringent et al., 1996)
in Abwesenheit von stimulierenden Wachstumsfaktoren führt. Ein sehr ähnlicher
Mechanismus ist für das Protoonkogen v-erbB bekannt. v-erbB kodiert ebenfalls
für eine trunkierte Form des EGF-Rezeptors, dessen Kinase-Domäne gleichfalls
konstitutiv aktiviert ist; bedingt durch eine Deletion in der extrazellulären Liganden-
Bindungs-Domäne (Hayman und Enrietto, 1991).
Durch die Deletion kommt es zu einem Verlust der negativen Regulation der extra-
zellulären Liganden-Bindungs-Domäne auf die zytoplasmatische RTK. Der Effekt
ist eine konstante wachstumsfaktorunabhängige Stimulation der Proliferation (Ull-
rich und Schlessinger, 1990).
Nagane et al. (1996) konnten zeigen, daß – wahrscheinlich bedingt – durch diese
Aktivitätssteigerung einerseits ein erhöhter Proliferations-Index resultiert, es ande-
rerseits zu einem erniedrigten Apoptose-Index kommt. Desweiteren konnte durch
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Untersuchungen an der humanen Gliom-Zellinie U87MGDEGFR eine verstärkte
Resistenz gegen Nährstoff-/Serumentzug gezeigt werden. Bei U87MGDEGFR-
Zellen handelt es sich um eine Linie, die den in der extrazellulären Domäne trun-
kierten Rezeptor (EGFRdelta2-7) exprimiert (s.a. Nishikawa et al.; 1994).
Nishikawa (1994) wies experimentell nach, daß subcutane oder intracerebrale
Implantation von U87MGDEGFR-Zellen bei Mäusen in-vivo 1) zu einer beschleu-
nigten Wachstumsrate, 2) zu einer vermehrten Tumormasse und 3) einer erhöhten
Letalität führt.
Weber et al. (1984) berichten über eine mutagen entstandene Variante des EGF-
Rezeptors in A431-Karcinom-Zellen (s. Abb.8). Dieses – im Gegensatz zum nor-
malen 170 kDa großen full-length-EGF-Rezeptor – nur etwa 105 kDa große Pro-
tein (mRNA-Größe von 2.8 kb), welches im Medium von A-431-Zellen nachgewie-
sen wurde, zeigt ein kompetitives Verhalten mit dem EGF-Rezeptor für mo-
no/polyklonale Antikörper gegen den EGF-Rezeptor. Allerdings war seine  Affinität
zu EGF 20-40mal geringer als die des full-length-Rezeptors.
Generell ist festzuhalten, daß es eine Vielzahl von alterierten, löslichen EGF-
Rezeptor-Varianten gibt. Ihre oftmals unterschiedlichen biologischen Effekte und
Funktionen sind noch nicht vollständig bekannt. Es soll daher nur kurz auf die bis
dato möglichen Funktionen der alterierten Rezeptoren eingegangen werden.
Untersuchungen von Chen et al. (1987) zu Folge, sollen alterierte Rezeptoren am
Vorgang der Internalisierung des Rezeptor-Liganden-Komplexes mitbeteiligt sein.
Experimente mit NIH3T3-Fibroblasten, die einen Kinase-aktiven, Internalisierungs-
defekten Rezeptor aufwiesen, führten 1) zu einer EGF-abhängigen Phenotyp-
Transformierung, 2) einem Verlust der Kontakt-Inhibition und 3) einer verminderten
Abhängigkeit von Nährstoffdeprivierung.
Ebenso konnte von Wells et al. (1990) in Dosis-Antwort-Studien nachgewiesen
werden, daß diese sog. Internalisierungs-Mutanten in Gegenwart geringer EGF-
Konzentrationen eine Transformation des Phenotyps aufweisen.
Flickinger et al. (1992) wiesen ein 70 kDa großes lösliches Protein in CEF (chik-
ken embryo fibroblast)-Zellen nach ( s. Abb. 8). Durch diesen alterierten extrazel-
lulären Teil des EGF-Rezeptors konnte in-vitro die TGF-a-abhängie Koloniebil-
dung bei CEF-Zellen in Soft-Agar blockiert werden. Die Möglichkeit des intrazel-
lulären Antagonismus kann jedoch auch eine der Inhibition entgegengesetzte Wir-
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kung haben. So konnte von Scott et al. (1993) gezeigt werden, daß die exzessive
Produktion und intrazelluläre Retention eines 100 kDa großen löslichen Rezeptors
(ECD) eine Resistenz gegen die Wachstum-inhibierenden Effekte des
ErbB2/HER2-Antikörpers muMAb4D5 zur Folge hat. Es wird postuliert, daß es
nach dem Vorgang der Internalisierung des Rezeptor-Antikörper-Komplexes zu
einer intrazellulären Dimerisierung mit der ECD des löslichen Rezeptors kommt,
was in einem Ausbleiben der Wachstum-inhibierenden Antwort der Zelle resultiert.
Flickinger et al. (1992) wie auch Maihle et al. (1991) nehmen desweiteren noch
eine (physiologische) Funktion für den alterierten EGF-Rezeptor an. Diese könnte
a) in einer Reservoirfunktion für Wachstumsfaktoren im Serum, b) einer Verlänge-
rung der Halbwertzeit/HWZ und/oder c) einer veränderten Verteilung im Organis-
mus bestehen.
O´Rourke et al. (1997) berichten über einen dominant-negativ supprimierenden
Effekt der ECD des neu-Onkogen in humanen GBM. O´Rourke konnte durch den
Transfer der neu-ECD in EGF-Rezeptor-produzierende GBM-Zellen eine Inhibie-
rung des Transformations- und Proliferationsverhaltens zeigen.
Petch et al. (1990) entdeckten in Normalgewebe von Leber, Lunge, Plazenta, De-
zidua und Uterus der Ratte ein 95 kDa großes Rezeptor-Protein (s. Abb. 8), be-
stehend aus der ECD, dessen genaue biologischen Funktionen nicht bekannt
sind. Angenommen wird jedoch - und dies steht in Gegensatz zu den bislang be-
schriebenen Effekten - eine physiologische Funktion.
Reiter et al. (1996) beschreiben ein 60 kDa-Rezeptor-Protein (s. Abb. 7), dessen
biologische Funktion in seiner wachstumsregulierenden Rolle mittels Heterodime-
risierung mit EGF-Rezeptor und/oder Inaktivierung der Tyrosin-Kinase-Aktivität
(s.a. Basu et al.; 1989) angenommen wird.
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Abb. 7 Schematische Darstellung verschiedener löslicher EGF-
Rezeptorvarianten
1.7 Überexpression in humanen Gliomen
Klinische und molekulargenetische Studien konnten mittlerweile zeigen, daß es
verschiedene molekulargenetische Wege gibt, die zur Entwicklung eines GBM -
das zu den häufigsten malignen Tumoren des Gehirns des Erwachsenen zählt und
etwa 20% aller neuroepithelialen Neoplasien ausmacht (Zülch, 1986) – führen
können. Die stadienhafte Progression bei sekundären GBM korreliert hierbei gut
mit verschiedenen genetischen/chromosomalen Veränderungen und unterscheidet
sich deutlich von der Genetik primärer, sog. „de-novo“-GBM (Reifenberger et al.,
1996).
Die folgende Abbildung (Abb. 8) soll den Entstehungsprozeß bei GBM verdeutli-
chen.
EGFR (human)
human
Huhn
Ratte
A431-Zelle
EGFR delta2-7
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Abb. 8 Vereinfachte Darstellung der unterschiedlichen Pathogenese
und der zugrunde liegenden molekulargenetischen Veränderungen bei primären
und sekundären humanen GBM
Aus der Abbildung ist ersichtlich, daß ein GBM sowohl „de novo“ (primäres GBM)
als auch progredient über ein „low grade“ und/oder AA , also sekundär, entstehen
kann. Interessant ist hierbei die Beobachtung, daß eine Mutation von p53 in primä-
ren GBM eher selten (11%) auftritt, in sekundären GBM hingegen sehr häufig
(67%). Im Gegensatz hierzu zeigt sich in primären GBM eine hohe Inzidenz von
EGFR-Gen-Amplifikationen (63-85% bzw. 40-50%) (Rasheed et al., 1996; Collins,
1993), die in sekundären GBM jedoch nur vereinzelt (10%) nachzuweisen ist
(Watanabe et al., 1996; Tohma et al., 1998; Lang et al., 1994).
primäres „de-novo“-GBM sekundäres GBM
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Diese Ergebnisse werden von Reifenberger et al. (1996) wie auch Schlegel et al.
(1994) bestätigt, die eine EGF-Rezeptor-Amplifikation in GBM bei ungefähr 40 %
bzw. 45 % nachweisen konnten, hingegen nicht in Astrozytomen Grad I u. II. Eine
p53-Mutation konnte hingegen in Astrozytomen Grad I, II und III gefunden werden,
nicht jedoch in GBM.
Dies gewinnt noch durch den Umstand an Wichtigkeit, daß primäre und sekundäre
GBM histologisch nicht klar voneinander unterschieden werden können (Burger
und Green, 1987). Klinisch werden sekundäre GBM eher bei jüngeren Patienten
(Durchschnittsalter: 40.5 Jahre) beobachtet (v. Deimling, 1995) und gehen mit ei-
ner insgesamt „besseren“ Prognose einher (Winger et al., 1989). Primäre GBM
werden hingegen bei höherem Durchschnittsalter (56.3 Jahre) gefunden und sind
prognostisch äußerst ungünstig einzustufen.
Venter und Thomas (1991) konnten in Biopsiematerial maligner humaner Gliome
ebenfalls eine Überexpression verschiedener Faktoren - z.B. PDGF, TGF-a, FGF
sowie VEGF – nachweisen, die Genamplifikation und Überexpression des EGF-
Rezeptors war jedoch die häufigste Veränderung. Alitalo und Schwab (1986) fan-
den gleichfalls eine Amplifikation des EGF-Rezeptor-Gens in 40-50% der GBM.
Wie schon zu Beginn des Abschnitts erwähnt, scheint der EGF-Rezeptor eine
wichtige Mitbedingung bei der Entstehung glialer Tumoren zu sein.
Weiterhin kontrovers wird hingegen noch die Frage diskutiert, ob eine Beziehung
zwischen der EGF-Rezeptor-Gen-Amplifikation und der Überlebenszeit von Pati-
enten mit GBM besteht. Hurrt et al. (1992) sowie Leenstra et al. (1998) berichten
über eine längere Überlebenszeit bei Patienten mit GBM ohne EGF-Rezeptor-
Gen-Amplifikation. Bigner et al. (1988) und Rainov (1997) hingegen konnten keine
Korrelation zwischen Ausmaß der Amplifikation des EGF-Rezeptor-Gens und der
Überlebenszeit ausmachen.
Schlegel et al. (1994) untersuchten nicht nur die Überlebenszeit, sondern den Zeit-
raum, der bis zum Auftreten eines Rezidives verging - das sog. postoperative re-
zidivfreie Intervall (RFI). Die Patientengruppe, in deren GBM´s keine EGF-
Rezeptor-Genamplifikationen nachgewiesen werden konnten fielen durch längere
RFI auf, zeigten jedoch gleichzeitig keinen signifikanten Unterschied hinsichtlich
der postoperativen Überlebenszeiten gegenüber der Patientengruppe, in deren
GBM eine EGF-Rezeptor-Genamplifikationen nachgewiesen werden konnte.
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1.8 Perspektiven
Das fortschreitende, wenn auch momentan noch bei weitem nicht vollständige
Verständnis der Biologie maligner Tumoren des ZNS, könnte in der Zukunft die
Möglichkeit verschiedener Therapien eröffnen. Wenn diese Möglichkeiten auch im
einzelnen noch der experimentellen und klinischen Überprüfung bedürfen, wären
grundsätzlich jedoch folgende Möglichkeiten denkbar:
1. Verwendung von Tyrosinkinase-Inhibitoren
1.1 Einsatz monoklonaler Antikörper (Faillot et al., 1996; Baselga und
Mendelsohn, 1994) zur Hemmung der Signalübertragung und des
Tumorwachstums durch Induktion der Endozytose sowie mittels Inhi-
bierung der Dimerisierung RTK (Klapper, 1997).
1.2 Unterbrechung der Signaltransduktionskette mittels spezifischer
Peptid-Liganden, die mit den SH2- und SH3-Domänen zytoplasma-
tischer Bindungsproteine interagieren (Smithgall, 1995).
1.3 Einsatz sog. Tyrphostine. Hierbei handelt es sich um Moleküle, wel-
che die Tyrosinkinase-Aktivität hemmen. Sie sind in Anlehnung an
natürliche Tyrosinkinase-Inhibitoren, wie Erbstatin, Herbimycin A,
Genistein o.a. entwickelt worden, besitzen jedoch die Eigenschaft
nur bestimmte RTK oder Vertreter ihrer Untergruppen zu hemmen
(Singh  et al., 1997).
2. Gentransfer
2.1 „Prodrug“ Therapie. Bei diesem Ansatz werden Gene, die für “pro
drug“ aktivierende Enzyme kodieren, in Tumorzellen transfiziert.
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Der Transfer des Herpes-simplex-Virus (HSV) Thymidinkinase-Gens
mittels Injektion rekombinanter Retroviren in-vivo konnte bereits umge-
setzt werden. Hier kommt es durch die Tymidinkinase zur Umwandlung
von Ganciclovir („pro-drug“) in ein zytotoxisches Nucleosidanalogon
(Connors, 1995; Culver et al., 1994).
2.2 Induktion einer Anti-Tumor-Immunantwort durch
· Transfektion bestimmter Gene, mit dem Ziel der Immunisierung
der Tumorzelle. Es handelt sich hierbei um Gene, die z.B. für T-
Zell-aktivierende oder phagozytose-stimulierende Moleküle (In-
terleukin-2, CD40 u.a.) kodieren (Bubenik et al., 1988; Chen et
al., 1992).
· Verwendung bispezifischer Antikörper, die sowohl an die Tumor-
zelle wie auch an bestimmte Effektorzellen – z.B. T-Lymphozyten,
Makrophagen oder T-Killerzellen – binden können (Shalaby et al.,
1992).
· „genetisch designte“ Viren, die für ein spezielles Tumorsuppres-
sorgen oder ein Apoptose-Gen kodieren und in die Tumorzellen
eingeschleust werden (Martuza, 1991).
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2 Zielsetzung der Arbeit
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, an chemisch-induzierten Hirntumoren der
Ratte folgende Fragestellungen zu untersuchen:
· kann in den untersuchten Tumoren eine Amplifikation des Gens für den
Rezeptor des Epidermalen Wachstumsfaktors – wie bei humanen GBM
beobachtet – nachgewiesen werden,
· kommt es zu einer Überexpression des EGF-Rezeptors auf der Zell-
membran
und
· treten posttranskriptionelle Alterationen der EGF-Rezeptor-mRNA – im
Sinne eines alternativen Splicing - auf und welche Rolle könnte ihnen
zukommen?
Die Übertragbarkeit der beim Menschen gewonnenen Ergebnisse auf die Ver-
hältnisse bei der Ratte ist notwendig zur Etablierung eines geeigneten Tiermodel-
les, an dem zukünftig die Möglichkeiten einer therapeutischen Beeinflussung - sei
es in Form einer Gen- oder Chemotherapie - erprobt werden könnten.
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3 Material und Methoden
3.1 Verbrauchsmaterial
3.1.1 Chemikalien
Alle Chemikalien wurden, sofern im Text der vorliegenden Arbeit nicht anders
vermerkt, von den Firmen Merck, Darmstadt, Roth, Karlsruhe, und Boehringer In-
gelheim Biotechnologie (vormals: Serva), Heidelberg, bezogen. Sterile Plastikwa-
ren für die Zellkultur stammten von der Firma Sarstedt, Nürnbrecht; die Zellkultur-
Medien und -Seren von der Firma Gibco BRL, Karlsruhe. Die in der vorliegenden
Arbeit eingesetzten Puffer (s. Kap. 3.1.5) wurden, sofern im Text nicht abweichend
beschrieben, nach Standardprotokollen (Sambrook et al., 1989) erstellt. Alle ein-
gesetzten Puffer sind unter Kap. 3.1.5 zusammengefaßt. Die Oligonukleotide (s.
Kap. 3.1.3), die für die Polymerase-Kettenreaktion als Primer eingesetzt wurden,
wurden von der Fa. MWG Biotech, Ebersberg synthetisiert.
3.1.2 Geräte
Folgende Geräte wurden in der vorliegenden Arbeit benutzt:
Als Thermocycler wurde ein MaxiCycler PTC-100 von MJ Research (vertrieben
durch Biozym Diagnostik GmbH, Hess. Oldendorf, Deutschland) eingesetzt. Die
Protein- Elektrophoresekammer wurde von BIO RAD Laboratories GmbH, Mün-
chen, Deutschland, das Netzgerät von Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden
und der Geltrockner ebenfalls von BIO RAD bezogen. Das Spectrophotometer
stammte gleichfalls von Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden.
3.1.3 PCR- Primer
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Die Sequenzen der Oligonukleotid-Primer, die für die PCR Verwendung fanden,
wurden anhand des PC-Programmes DNASISTM und entsprechend den Regeln
für Primerkonzepte (Taylor, 1993) erstellt.
Die Sequenzen wurden mit Standardeinträgen in der Gendatenbank (GDB,
http://www2.ncbi.nlm.org) des National Center of Bioinformatics (National Library
of Medicine, Bethesda, MD, USA) mit Hilfe des BLAST-Algorithmus verglichen
(Altschul et al., 1990).
Für die Polymerasekettenreaktion wurden folgende Oligonukleotide eingesetzt
(s.a. Abb. 9):
Exon A:
GTGGAAAAT....ACTATGTTGATGGTCCCCACTGTGTCAAGACCTG
CACCTTTTA.....TGATACAACTACCAGGGGTGACACAGTTCTGGAC
GTTTGCAGATGCCAATAACGTCTGCCACCTCTGCCATGCAAACT
CAAACGTCTACGGTTATTGCAGACGGTGGAGACGGTACGTTTGA
1801 1904 1937
sense
anti-sense
TGGTCCCCACTGTGTCAAGAC
1980
2023
sense
anti-sense
 TCTACGGTTATTGCAGACGGT
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Primer-Information zu Exon A:
Optimale Annealing Temperatur: 55.8 ºC  (max: 72.0º C)
Länge Position Tm (°C) GC (%) 3`G (kcal/mol)
Produkt 93 84.9 55.9
sense 21 1914 71.6 52.4 -6.4
anti-sense 21 1986 71.2 47.6 -6.6
sense-Primer: RNEGFRAf
anti-sense-Primer: RNEGFRAr
Exon B:
GTACC....GGCCAGGCCTTAAAGGATGTCAACAACCAGAAGG
CATGG....CCGGTCCGGAATTTCCTACAGTTGTTGGTCTTCC
Exon NH:
TTCCA...GATTGTCTACAAAATGCCTGCCTGATGC...CTTGTCC(A)18
AAGGT..CTAACAGATGTTTTACGGACGGACTACG...GAACAGG(T)18
2024 20742044
anti-sense
sense
CCAGGCCTTAAAGGATGTCA
2075 2289 2316 2348
CAGATGTTTTACGGACGGACTanti-sense
sense
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Primer-Information zu Exon B und Exon NH:
Optimale Annealing Temperatur: 53.1ºC (Max:71.5ºC)
Länge Position Tm (°C) GC (%) 3`G (kcal/mol)
Produkt 170 82.3 43.5
sense 20 2044 68.5 50.0 -6.7
anti-sense 21 2193 68.7 47.6 -5.5
sense-Primer: RNEGFRNHf   (Exon B)
anti-sense-Primer: RNEGFRNHr   (Exon NH)
3.1.4 Antikörper
Für die immunhistochemischen Färbungen wurde folgender Antikörper benutzt:
EGFR gp170 ImmunoCruz
™
System, ein Multi-Komponenten System,
das kommerziell von der Firma Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz,
California 95060, USA bezogen wurde. Dieses Multi-Komponenten- Sy-
stem ist geeignet, die EGF-Rezeptor Expression in humanen und tierischen
Zellextrakten zu erkennen; es zeigt keine Kreuzreaktion mit Neu oder ErbB-
3 und setzt sich zusammen aus:
• EGFR (R-1): monoklonales Mäuse IgG2b; human EGF-
Rezeptor spezifisch; nicht kreuzreaktiv
mit Mäuse EGF-Rezeptor
• EGFR (1005): polyklonales Kaninchen IgG; Maus-,
Ratten- und Humanreaktiv.
• Puffer-System:
• Kontroll Blocking-Peptid
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3.1.5 Puffer und Lösungen
Es wurden folgende Standardpuffer (nach Sambrook et al., 1989) verwendet:
· TE Puffer (Tris-EDTA) 10 mM TRIS, ph 8.0, 1 mM EDTA,
pH 8.0
· TAE Puffer (pH 8.5) 40 mM Tris-Acetat, 2 mM EDTA, pH
8.5
· TBS Puffer 50 mM Tris-HCl, 140 mM NaCl
· TTBS Puffer 50 mM Tris-HCl, 140 mM NaCl,
0,05% Triton X-100
· SDS-Ladepuffer 10% SDS, 50% Glycerol, 0.4 M
Tris-HCl pH 6.8, 10% Mercapto-
Ethanol, 0,1% Bromphenolblau
· PBS-Puffer 137 mM NaCl, 2.7 mM KCL, 4.3
mM Na2HPO4, 1.4 mM KH2PO4; pH
7.4
· DNA-Ladepuffer(10x) 0.1% Bromphenolblau (in H20),
0.1% Xylen-Cyanol (in  H20), 15%
Ficoll 400,
· HOM-buffer 0.3M Saccharose, 10mM NaCl,
1.5mM MgAcetat, 10Mm TrisHCl,
pH 7.5 - 8.0, 1mM DTT, 0.1% Triton-
X-100
· PCA Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol
(25:24:1) als fertiges Roti-Phenol
(Fa. Roth)
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3.1.6 Tumormaterial
3.1.6.1 Tumorgewebe
Das verwendete Tumorgewebe stammte aus glialen Tumoren, die durch die ein-
malige intraperitoneale oder intravenöse Gabe von 50 mg/kg Ethylnitrosourea
(ENU) am 19. Tag der Gestation einer graviden Ratte bei deren Nachkommen
induziert wurden.
3.1.6.2 Transplantations-Tumorlinien
Bei den hier verwendeten Transplantations-Tumorlinien handelt es sich sowohl um
gliale Tumorzellinien (G-XVII und G-XVIII) als auch um Neurinom-Zellinien (N-XIV,
N-XV und N-XVI), die als Kontrolle dienten.
G-XVII
· leitet sich von einem durch ENU induzierten differenzierten Oligo-
Astrozytom (T172, s. Tab. 3) bei einem weiblichen Tier ab.
· intrazerebrale Tier-zu-Tier-Transplantation über 8 Passagen
G-XVIII
· leitet sich von einem durch ENU induzierten anaplastischen Oligo-
Astrozytom (T140, s. Tab. 3) bei einem männlichen Tier ab.
· intrazerebrale Tier-zu-Tier-Transplantation über 10 Passagen.
N-XIV
· leitet sich von einem durch ENU induzierten malignen Neurinom einer
Nervenwurzel (T384, s. Tab. 3) ab.
· subcutane Tier-zu-Tier-Transplantation.
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N-XV
· leitet sich von einem durch ENU induzierten malignen, peritonealen Neu-
rinom (T387, s. Tab. 3) ab.
· subcutane Tier-zu-Tier-Transplantation.
N-XVI
· leitet sich von einem durch ENU induzierten malignen Wurzelneurinom
(T383, s. Tab. 3) ab.
· subcutane Tier-zu-Tier-Transplantation.
Nr. Zellinie Passage Tumor-Nr.
1 G-XVII Primärtumor 172
2 G-XVII 2 153
3 G-XVII 2 154
4 G-XVII 4 123a
5 G-XVII 5 113
6 G-XVII 5 114
7 G-XVII 6 150
8 G-XVII 7 144
9 G-XVII 7 145
10 G-XVIII Primärtumor 140
11 G-XVIII 1 9200
12 G-XVIII 2 9196
13 G-XVIII 2 9197
14 G-XVIII 5 221
15 G-XVIII 5 226
16 G-XVIII 6 217
17 G-XVIII 6 218
18 G-XVIII 6 231
19 G-XVIII 6 230
20 G-XVIII 9 239
21 G-XVIII 9 247
22 G-XVIII 10 272
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23 N-XIV 2 605
24 N-XV Primärtumor 387
25 N-XV 2 767
26 N-XV 3 604
27 N-XV 6 771
28 N-XV 8 608
29 N-XV 10 615
30 N-XV 11 623
31 N-XVI 3 607
32 N-XVI Primärtumor 639
Tab.3 Zugehörigkeit der Tumoren zur jeweiligen Zellinie und Passage
3.1.6.3 Zellinien
Folgende Zellinien wurden eingesetzt:
C6
Gliom-Zellinie
· leitet sich von einem transplacentar durch Methylnitrosourea (MNU) indu-
zierten glialen Tumor ab (Benda et al., 1968).
· keine genaueren Angaben über den verwendeten Stamm.
· häufiger Einsatz bei in-vivo- und in-vitro-Experimenten.
RGL.3
Gliom-Zellinie
· leitet sich von einem transplacentar durch Ethylnitrosourea (ENU) indu-
zierten spinalen Mischtumor ab (Mennel, 1988).
· als Inzuchtstamm wurden BD-IX-Ratten verwendet.
· Etablierung als G-XIII-Transplantationslinie und in vitro als RGL.3-Linie.
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9L
Gliosarkom-Zellinie
· Induktion durch MNU-Injektionen (Kimler, 1994) und serielle Transplanta-
tion.
· als Inzuchtstamm wurden CD Fischer 344 Ratten verwendet.
· Einsatz vornehmlich bei in-vitro-Experimenten (Peterson, 1994).
RG2
Gliom-Zellinie
· leitet sich von einem transplazentar durch ENU induzierten Gliom ab
(Aas et al., 1995).
· als Inzuchtstamm wurden CD Fischer 344 Ratten verwendet.
F98
Gliom-Zellinie
· leitet sich von einem durch ENU induzierten Gliom ab (Ko et al.; 1980a &
1980b).
· als Inzuchtstamm wurden CD Fischer 344 Ratten verwendet.
· klonale Zellinie.
Die Zellinien wurden uns freundlicherweise überlassen von:
Herrn Prof. Mennel Marburg C6, RGL.3
Herrn Prof. Wechsler Düsseldorf RG2, F98
Herrn Prof. Plate Freiburg i. Br. 9L
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3.2 Methoden
3.2.1 DNA-Isolierung
Das zur Isolierung von DNA verwendete Gewebe (-80°C gelagert) wurde in flüssi-
gem Stickstoff zermörsert und in eiskaltem HOM-buffer gewaschen, an-schließend
zentrifugiert (3000 rpm,  10 min) und in 3 ml HOM-buffer resuspendiert; dann Zu-
gabe von Protease K (100µl/ml Ansatz) und SDS 0.5% (Gross-Bellard et al.,
1973) und Inkubation bei 37°C über nacht oder wahlweise 2h im Wasserbad (63
°C). Anschließend Aussalzen mit NaCl und Ausfällen der DNA mit eiskaltem Etha-
nol 100%. Waschen der DNA mit kaltem Ethanol 70%, lösen in TE und Inkubation
nach Zusatz von RNAse (20µg/ml Ansatz) 1h lang bei 37°C. Hiernach wurde die
Phenolextraktion durchgeführt, die DNA erneut mit eiskaltem Ethanol 100% aus-
gefällt, gewaschen (s.o) und getrocknet bevor sie in TE in Lösung gebracht wurde.
3.2.2 Polymerasekettenreaktion (PCR)
3.2.2.1 Auswahl der Oligonucleotid-Primer
Bei der Auswahl der Oligonucleotid-Primer wurde darauf geachtet, daß mit dem
Primerpaar RNEGFRNHr/f der Nachweis sog. Spleißvarianten (Petch et al. 1990)
auf mRNA-Ebene möglich ist. Durch den Vorgang des alternativen Splicing wird
die Zelle befähigt, mehrere Genprodukte aus einer einzigen Transkriptionseinheit
zu generieren. Hierzu werden alternative Spleißstellen benutzt, durch welche ver-
schiedene mRNA-Sequenzen entstehen, die für  die jeweiligen Proteinisoformen
kodieren. In der vorliegenden Arbeit war das Primerpaar RNEGFRA innerhalb des
Exon A lokalisiert. Der sense-Primer des Primerpaares RNEGFRNH ist in dem
Exon B - das 5`des alternativ gespleißten Exon liegt - lokalisiert, der entsprechen-
de anti-sense-Primer im non-homologen Exon (s. Abb. 10). Durch den Einsatz
dieses Primer-Paares kann somit die Transkription des interessierenden Genab-
schnittes auf ein alternatives Splicing untersucht werden. An dieser Stelle muß
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darauf hingewiesen werden, daß es sich beim Vorgang des alternativen Splicing
um einen physiologischen Prozeß handelt. Die hierdurch entstandenen Rezeptor-
Proteine müssen von Proteinen abgegrenzt werden, die durch einen mutagen her-
beigeführten Transkripionsabbruch, also mutagen veränderter mRNA, generiert
wurden.
3.2.2.2 Transkriptionsstellen am EGF-Rezeptor-Gen
Abb. 9 Ausschnitt aus der EGF-Rezeptor-DNA mit den Transkriptionsstellen
der jeweiligen Oligonucleotid-Primer.
3.2.2.3 PCR-Reaktionsbedingungen
Es wurden je 10 µl der genomischer DNA mit 40 µl PCR-Master-Mix versetzt und
anschließend in einem PCR-Thermocycler (MWG Biotech, Ebersberg oder MJ
Research, Biozym) dem Temperaturprofil unterzogen, das für die jeweiligen Pri-
merpaare spezifisch etabliert wurde.
PCR-Mastermix: 10 x PCR-Puffer 5 µl
dNTP Mix 4 µl
Primer 2 µl
MgCl2 3 µl
taq-Polymerase, 1U 0,2 µl
autoklaviertes Millipore-H2O 25,8 µl
RNEGFRAf
RNEGFRAr
RNEGFRNHf
RNEGFRNHr
2075 – 2348 cDNA1801 – 2023
cDNA
2024 –
2074
cDNA
1.8 kb0.5 kb4.0 kb
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Nach initialer Denaturierung der genomischen DNA-Vorlage für 5 min bei 94°C
wurden 29-35 Zyklen, bestehend aus 60 sec 92°C, 60 sec Primeranlagerung
(xx°C, Primer-spezifisch) und 120 sec bei 72°C Kettenverlängerung, durchgeführt.
Bei der letzten Kettenverlängerung wurde 5 min bei 72°C inkubiert, um vollständi-
ge doppelsträngige PCR-Fragmente zu erhalten. Anschließend wurden die PCR-
Produkte auf nicht-denaturierenden Polyacrylamid-Gelen (5 % Polyacrylamid (19:1
Acrylamid/Bis-Acrylamid), 1x TBE, APS) aufgetragen und in einer MiniProtean II-
Zelle (BioRad, München) bei 80 V konstanter Spannung je nach Fragmentgröße
zwischen 1 - 2 Stunden aufgetrennt. Die visuelle Darstellung der PCR-Produkte
erfolgte mit einer modifizierten Silberfärbung (Schlegel et al., 1996). Dazu wurden
die Gele in 10% Ethanol fixiert (5 min), in 1% Salpetersäure oxidiert (3 min), in
0.012 M Silbernitrat inkubiert (20 min) und in einer Lösung aus 0.28 M Natrium-
carbonat und 0.019 % Formalin reduziert bis Banden sichtbar wurden. Die Reduk-
tion wurde mit 10% Eisessig beendet (2 min) und die Gele in destilliertes Wasser
überführt (2 min). Anschließend wurden die Gele in einem Ventillationstrockner
(BioRad, München, Deutschland) auf Whatman-Papier getrocknet.
Die Auswertung der Resultate erfolgte nach Einscannen der getrockneten Gele mit
Hilfe eines konventionellen Scanners (HP5p, Hewlett Packard, Rüsselsheim)
durch die Densitometrie-Software NIH Image Version 1.59. Hierzu wurde nach
Abgleichung des Gelhintergrundes die optische Dichte der Referenzbande und
des zu untersuchenden PCR-Produkts bestimmt. Anschließend wurde der Quoti-
ent aus beiden Werten ermittelt. Eine Veränderung des Quotienten gegenüber
einer Normalgewebs-Kontrolle um mehr als 25 % wurde als signifikant bewertet.
3.2.3 Immumhistochemische Untersuchungen
Diese Methode erlaubt den Nachweis antigener Komponenten mit Hilfe von spezi-
fischen Antikörpern in Gewebeschnitten oder Zellausstrichen. Die Markierung
kann hierbei durch Antikörper-gekoppelte, enzymatische Reaktionen, fluoreszie-
rende Farbstoffe oder Goldpartikel geschehen.
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3.2.3.1 Herstellung der Paraffinschnitte
Mit einem Schlittenmikrotom wurden ~5 µm dicke Schnitte angefertigt, in 40°C
warmes A. dest. überführt und auf beschichteten Objektträgern aufgefangen. Die
Trocknung der Schnitte erfolgte über Nacht bei 37°C.
3.2.3.2 Hämatoxylin-Eosin-Färbung
Diese Färbung wurde zur Kontrolle des Gewebeerhaltes der Präparate eingesetzt.
Mayers saures Hämatoxylin: Hämatoxylin 1 g
NaJO3 0,2 g
Kalialaun 50 g
Chloralhydrat50 g
Citrat 1 g
Eosinlösung, wässrig: Eosin-Y 1% in 100 ml A. dest., ein Tropfen Ei-
sessig.
Entparaffinierte und rehydratisierte Paraffinschnitte wurden 10 Sekunden in May-
er´s saurem Hämatoxylin gefärbt und anschließend in fließendem Leitungswasser
gebläut (3-5 min). Es folgte eine Eosin-Färbung für 15 Sekunden
und die Differenzierung in 96% Ethanol (3-4 min). Die Entwässerung der Schnitte
in 3 x 96% Ethanol, 3 x Isopropanol und Xylol I-III (je 5 min) schloß sich an. Das
Eindecken erfolgte mit Corbit-Balsam (Depex).
3.2.3.3 Peroxidase-Anti-Peroxidase (PAP) Reaktion nach Sternberger
(1970)
Die Reaktion wurde an Paraffinschnitten dürchgeführt; als Substrat wurde DAB
verwendet. Die Inkubationen der Antiseren erfolgten in einer feuchten Kammer.
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Die Konzentrationen der 1. Antikörper wurde für alle Markierungsversuche in Ver-
dünnungsreihen ausgetestet und optimiert.
Die Paraffinschnitte wurden über Xylol I-III entparaffiniert und über eine absteigen-
de Alkoholreihe rehydratisiert (3 x Isopropanol, 2 x 96% Ethanol, 90%, 80%, 70%,
50% Ethanol je 5 min., A. dest. 5 min).
Zum Blocken der endogenen Peroxidase-Aktivität wurden die Schnitte bei Bedarf
in 3% H2O2 in A. dest. bei RT für 20 min im Dunkeln inkubiert.
Durchführung:
· Waschen in PBS/ Tween 20 (0,5%), 3 x 5 min.
· Absättigungspuffer (Milchpulver, 0,5% in PBS) 30 min.
· Inkubation mit 1. Antikörper, in Absättigungspuffer verdünnt, 4°C über Nacht.
· Waschen PBS/Tween 20, 3 x 5 min.
· Inkubation 2. Antikörper (1.Antikörper abhängig),
1:200 in Absättigungspuffer verdünnt, bei RT 1h
· Waschen PBS/Tween 20, 3 x 5 min.
· Inkubation mit PAP , 1:200 in Absättigungspuffer.
· Waschen PBS/ Tween 20, 3 x 5 min.
· DAB- Färbung für 10 min, Þ
mikroskopische Kontrolle.
· Waschen in PBS und A. dest..
· Dehydratisierung in 2 x 96% Ethanol, 3 x Isopropanol, Xylol I-III je 5 min.
· Eindecken mit Corbit-Balsam.
DAB-Reagenz: DAB 35 mg
PBS 100 ml
+ 50 µl H2O2
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3.2.4 RNA-Isolierung
Für die Isolierung von RNA wurde der Rneasy™ Total RNA Kit der Firma QIAGEN
GmbH, Hilden, Deutschland, verwendet, welcher für Gewebe, Zellen und Bakterien
benutzt werden kann. Mit diesem Rneasy™ Total RNA Kit können alle RNA-
Moleküle, die aus mehr als 200 Nucleotiden bestehen, isoliert werden.
Das zugrundeliegende Prinzip ist die Lyse unter denaturierenden Bedingungen,
um die RNasen zu inaktivieren. Im Anschluß wird die RNA in einem Hochsalzpuffer
an eine Silikatgelmembran gebunden und Kontaminierungen heruntergewaschen.
Die isolierte RNA wurde in DEPC-behandeltem H2O eluiert und bei –80 °C gela-
gert. Die Durchführung erfolgte laut Herstellerangaben.
3.2.4.1 Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)
Die mRNA der aus den Zellen und Geweben isolierten Gesamt-RNA wurde mit
Hilfe der Reversen Transkriptase nach dem Verfahren von Lee & Caskey (1990)
in cDNA umgeschrieben. 3 µg der RNA in 7 µl DEPC wurden nach Zugabe von 1
µg Random-Hexamer-Primer (Promega, Heidelberg) für 10 min bei 70°C inku-
biert. Die Probe blieb danach mindestens 2 min auf Eis stehen. Währenddessen
wurden 10 µl RT-Mastermix 2 min bei 37°C inkubiert, 1 µl Reverse Transkriptase
(200 U, M-MLV RNase H-minus, Promega, Heidelberg) dazupipettiert und zu-
sammen mit dem RNA / DEPC-Mix für 120 min bei 37°C inkubiert.
RT-Supermix DEPC 1.5 µl
dNTP Mix 0.5 µl
DTT 2 µl
5×Puffer 5 µl
RT 1 µl
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3.2.5 Gel-Elektrophorese
3.2.5.1 Agarose-Gel-Elektrophorese
Die verwendeten Agarose-Gel-Konzentrationen lagen zwischen 1.0 und 1.5%. Die
Agarose wurde in 1xTAE Puffer durch Erhitzen gelöst.
In einem Ladepuffer wurde die DNA-Probe in die Taschen des Gels aufgetragen.
Mit Laufzeiten von 1.5 - 2.5h und einer Spannung von 10V/cm wurde die Elektro-
phorese durchgeführt. 1xTAE diente als Laufpuffer. In 0.01%igem Ethidium-
Bromid (EtBr) wurden die DNA-Fragmente 20 min im Agarose-Gel gefärbt und
anschließend zum Entfernen des überschüssigen EtBr ebenfalls 20 min gewäs-
sert. Durch die Imprägnierung mit Ethidiumbromidlösung interkalieren die planaren
Ethidiumbromidmoleküle proportional zur Größe/Menge der DNA, wodurch eine
semiquantitative Aussage möglich wird. Die Fragmente wurden auf einem UV-
Lichtschirm sichtbar gemacht und photographisch dokumentiert. Zum Größenver-
gleich diente ein Marker mit bekannter Größe (1kb ladder).
3.2.5.2 Natriumdodecylsulfat (SDS)-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Die Trennung von Proteinen erfolgt in einer polymerisierten Gelmatrix aus Acryla-
mid (AA) und N,N´Bisacrylamid (Bis). SDS zerstört alle nicht kovalenten Wechsel-
wirkungen im Protein. Ein SDS-Anion lagert sich an ungefähr zwei Aminosäurere-
ste der Hauptketten, wobei ein stark negativ geladener Komplex entsteht, der der
Masse des Proteins in etwa proportional ist. Nach Anlegen einer elektrischen
Spannung wandern kleine Moleküle schneller als große in Richtung zur Anode.
Der zu trennende Molekulargewichtsbereich kann bei dieser Methode durch die
AA/Bis-Konzentration bestimmt werden.
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4 Ergebnisse
4.1 Das Gen für den Rezeptor des Epidermalen Wachstumsfaktor
Die Untersuchungen zum EGFR-Gen der Ratte waren von besonderem Interesse,
weil dieses Gen in primären humanen GBM häufig amplifiziert ist. Die genomische
DNA der oben genannten Tumoren wurde mit den Oligonukleotid-Primerpaaren
RNEGFRA bzw. RNEGFRNH (s. Kap. 3.1.3) untersucht. Beide Primerpaare wur-
den so gewählt, daß bei Untersuchungen der mRNA alternative Spleißvarianten
(Petch et al., 1990) nachweisbar waren. Das Primerpaar RNEGFRA ist innerhalb
des Exons A lokalisiert. Der sense-Primer RNHEGFRNH ist in dem Exon B, das
5’ des alternativ gespleißten Exons angeordnet ist, und der antisense-Primer im
non-homologen Exon, lokalisert. Sie schließen ein ca. 500 bp großes Intron ein.
Als Referenz-Locus wurde das ß-Aktin-Gen der Ratte benutzt. Nach der Amplifi-
kation wurden die PCR-Fragmente wie beschrieben in nicht-denaturierender Po-
lyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt, Silber-gefärbt, getrocknet und einge-
scannt. Die Integrierte Optische Dichte (IOD) wurde mit Hilfe der Densitometrie-
Software NIH Image Version 1.59 ermittelt (s.a. Kap. 3.2.2.3) und berechnet (s.
Tab. 4). Auf genomischer Ebene konnte mit beiden EGF-Rezeptor-Primerpaaren
in keinem der untersuchten Tumoren oder Zellinien eine Veränderung des Quoti-
enten aus der IOD des jeweiligen EGF-Rezeptor-PCR-Fragments und einem der
Referenz-Loci festgestellt werden (s Abb. 10 bis 14).
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EGFR
ß-Actin
Abb. 10 – 14 Darstellung der Ergebnisse der semiquantitativen PCR für das
EGFR-Gen
Abb. 11 Polyacrylamidgel der experimentellen Rattentumoren
(T = Transplantationstumor)
G XVII
 T172       T153       T154       T123a    T113      T114      T150
G XVIIIG XVII
Abb. 11 Polyacrylamidgel der experimentellen Rattentumoren
(T = Transplantationstumor)
T144      T145       T140      T9200      T9196     T9197       T221
EGFR
ß-Actin
Abb. 10 Polyacrylamidgel der experimentellen Rattentumoren
(T = Transplantationstumor)
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ß-Actin
EGFR
ß-Actin
N XV
  T226        T217        T218      T231      T230       T329      T247
G XVIII
Abb. 12 Polyacrylamidgel der experimentellen Rattentumoren
(T = Transplantationstumor)
  T272       T605        T387      T767       T604       T771      T608
G XVIII N XIV
Abb. 13 Polyacrylamidgel der experimentellen Rattentumoren
(T = Transplantationstumor)
EGFR
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Zellinie Tu-Nr. Ratio IOD Zellinie Tu-Nr. Ratio IOD
G-XVII 172 0.89 218 0.98
153 n.i. 231 1.20
154 0.97 230 0.82
123a 1.02 239 0.98
113 0.82 247 1.23
114 1.14 272 1.25
150 0.93 N-XIV 605 1.01
144 1.08 N-XV 387 0.91
145 1.06 767 0.94
G-XVIII 140 0.90 604 0.91
9200 0.91 771 0.92
9196 0.82 608 0.96
9197 1.08 615 1.06
221 0.90 623 0.96
226 1.12 N-VI 607 0.95
217 1.09 639 0.89
Kontrolle 0.98 – 1.20
Tab. 4 Rechnerisch ermitteltes Verhältnis der Integrierten Optischen
Dichte (IOD) zum Referenz-Locus der untersuchten Tumoren (n.i. =
nicht informativ)
ß-Actin
EGFR
Abb. 14 Polyacrylamidgel der experimentellen Rattentumoren
(T = Transplantattumor; K = Kontrolle)
 T615       T623       T607       T639         K              K
N XV Lebergewebe
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4.2 Molekularbiologische Untersuchungen zur transkriptionellen Regu-
lation
4.2.1 Expression der EGFR-mRNA
Um Veränderungen in der transkriptionellen Regulation zu untersuchen, wurde
RNA aus den 5 glialen Zellinien C6, F98, RG2, RGL.3 und 9L, mittels RT-PCR
untersucht. Alle 5 Zellinien zeigten ein 90bp großes PCR-Fragment, das mit dem
Primerpaar RNEGFRA (s. Kap. 3.1.3) amplifiziert wurde, als Ausdruck der Ex-
pression des EGF-Rezeptor-Gens. Daneben fand sich ebenfalls bei den glialen
Zellinien C6 und 9L die Expression eines 170bp- großen PCR-Fragments, das
mit dem Primerpaar RNEGFRNH (s. Kap. 3.1.3) amplifiziert wurde und ein alter-
nativ gespleißtes Exon enthielt; das Amplifikat ist somit eine alternative Spleißva-
riante. Eine Herunter-Regulierung des full-length-Rezeptors – wie von Hakjoo und
Maihle (1993) für full-length und alterierte c-erbB3-mRNA
beobachtet – durch die alternative Rezeptor-Variante konnte an den glialen Zelli-
nien C6 und 9L jedoch nicht nachgewiesen werden.
Abb. 15 bis 17; Expression der EGF-Rezeptor-mRNA in den Gliomlinien 9L, F98,
RG2, RGL3 und C6
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90bp
170bp
Abb. 15 Polyacrylamidgel der RT-PCR;
Primerpaar RNEGFRNH
Abb. 16 Polyacrylamidgel der RT-PCR;
Primerpaar RNEGFRA
  9L       F98       RG2   RGL3     C6
      9L       F98      RG2    RGL3    C6
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4.3 Immunhistochemische Untersuchungen
4.3.1 Untersuchungen zur Expression des Rezeptor-Proteins
Es wurde bereits eingangs erwähnt, daß sich die humanen Gliome einerseits
durch eine häufige Amplifikation des Gens für den EGF-Rezeptor, anderseits
durch eine ebenfalls vorliegende Überexpression desselben Rezeptors auszeich-
nen (Di Fiore et al., 1987). Mittels immunhistochemischer Methoden wurden
Schnitte Parafin-fixierter Rattenhirne, die eine tumoröse Entartung aufwiesen, hin-
sichtlich einer Überexpression des Rezeptors für den Epidermalen Wachstums-
faktor untersucht. In keinem der untersuchten Tumoren konnte allerdings eine ge-
steigerte Expression beobachtet werden.
200bp
Abb. 17 Polyacrylamidgel der RT-PCR der ß-Aktin-
mRNA als Kontrolle
  9L      F98       RG2   RGL3      C6
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5 Diskussion
Faßt man den heutigen Wissensstand über das GBM zusammen, so gelangt man
zu folgenden Ergebnissen/Erkenntnissen:
Das GBM stellt unter den primären Hirntumoren die weitaus bösartigste Erschei-
nungsform dar. Eine durchschnittliche postoperative Überlebenszeit von weniger
als 12 Monaten und ein letztlich tödlicher Ausgang innerhalb von wenigen Jahren
kennzeichnen das GBM. 75% der Patienten mit gesichertem GBM versterben so-
gar innerhalb von 18 Monaten (Shapiro, 1986).
Trotz zahlreicher Untersuchungen ist es bislang nicht gelungen die - molekularge-
netischen - Ursachen und Mechanismen, die der GBM-Entstehung zugrunde lie-
gen, aufzudecken. Eine nicht unerhebliche Rolle scheint hierbei jedoch der EGF-
Rezeptor zu spielen. Das Gen dieses Rezeptors, aus der Familie der Tyrosin-
Kinasen, weist in untersuchten GBM in 40 -50 % der Fälle eine Amplifikation auf.
Diese genetische Alteration zählt zu den konstantesten Veränderungen, weshalb
eine Mitwirkung dieses Rezeptors bei der Tumorentstehung, wie auch bei der Tu-
morprogression vorstellbar ist. In humanen glialen Tumoren scheinen v.a. die EGF-
Rezeptor-Signalwege von Veränderungen betroffen zu sein (Collins, 1994). Die
Korrelation der EGF-Rezeptor-Genamplifikation mit einer klinisch und molekular-
genetisch charakterisierten Subgruppe der GBM (v.Deimling et al., 1993; Wa-
tanabe et al., 1996) unterstreicht die tumorbiologische Bedeutung dieser Verände-
rungen in der Tumorprogression maligner Gliome. Dies, wie auch auch seine Lo-
kalisation auf der Zelloberfläche, macht ihn zu einem interessanten Ziel immunolo-
gisch- und/oder gentherapeutischer Ansätze. Hierin liegt große Hoffnung für die
Zukunft, wenn man sich vor Augen hält, daß aktuelle operative, strahlen- und che-
motherapeutische Strategien, die sich nicht an molekulargenetischen Alterationen
orientieren, keine wirklichen Fortschritte in der Prognose des GBM erbracht ha-
ben.
Um aber zukünftig neuentwickelte chemo/gentherapeutische Ansätze und deren
Effizienz prüfen zu können, bedarf es geeigneter Modelle.
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Grundvoraussetzung sollte eine größtmögliche Übereinstimmung - hinsichtlich
molekulargenetischer Veränderungen - zwischen benutztem Tiermodell und huma-
nen GBM sein (s.a. Kap. 5.1).
Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit wurden - unter Einsatz der PCR- che-
misch-induzierte Tumoren der Ratte, sowie etablierte gliale Zellinien auf Verände-
rung des Gens für den Rezeptor des Epidermalen Wachstumsfaktors untersucht.
Hierbei ergaben sich für die primären Tumoren wie auch für die Transplantation-
stumoren und die etablierten Tumorzellinien unterschiedliche Befunde:
eine Amplifikation des Gens für den Rezeptor des Epidermalen Wachs-
tumsfaktors konnte - im Gegensatz zu Untersuchungen humaner GBM - in
keinem der untersuchten Tumoren nachgewiesen werden,
wohingegen
bei der Untersuchung zur posttranskriptionellen Regulation in zwei der fünf
untersuchten glialen Zellinien eine alternativ gespleißte Variante der EGF-
Rezeptor-mRNA gezeigt werden konnte. Hier wird es sich am ehesten um
ein physiologisches Rezeptor-Produkt denn um eine Tumor-spezifische
Alteration handeln.
Hinsichtlich einer Überexpression des Rezeptors konnten die Befunde der im-
munhistochemischen Untersuchungen ebenfalls nicht die Befunde, wie sie bei hu-
manen GBM beschrieben worden sind, bestätigen. In keinem der untersuchten
Rattentumore konnte eine Überexpression des EGF-Rezeptors auf seiner
Zelloberfläche gezeigt werden. Da eine Überexpression jedoch häufig im Gefolge
einer Amplifikation beobachtet wird, konnte dieses Ergebnis erwartet werden.
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5.1 Anforderungen an das Modellsystem
Bei dem Versuch der gentherapeutischen Beeinflußung von Tumoren des ZNS
befindet sich die aktuelle Medizin noch im Therapiestadium der 1. Generation.
Dies bedeutet, daß man eine Vernichtung der Tumorzellen durch das Einbringen
von sog. „Suizid-Genen„ herbeizuführen sucht (s.a. Kap. 1.8).
Therapieansätze der 2. Generation befinden sich hingegen im Stadium des Expe-
rimentellen. 2. Generation bedeutet, daß versucht wird die zugrunde liegenden
genetischen Defekte zu korrigieren.
Um die Forschung nach den Möglichkeiten der Beeinflußung auf diesem Gebiet
weiter vorantreiben zu können, bedarf es daher geeigneter Modellsysteme. Diese
Modellsysteme sollen es erlauben Hypothesen der Krebsentstehung und mögliche
Therapieansätze schnell und effektiv auf ihre eventuelle Wirksamkeit zu überprü-
fen. Die Hauptanforderung, die dementsprechend an ein solches Modellsystem
gestellt werden muß, ist eine größtmögliche Übereinstimmung zwischen Tier-
Modell und humanem System hinsichtlich der genetischen Alterationen. Ein Schritt
in diese Richtung stellt die vorliegende Untersuchung dar, die der Frage nach ei-
ner möglichen Amplifikation des Rezeptors für den Epidermalen Wachstumsfaktor
nachgeht:
Kommt es in den chemisch induzierten Tumoren der Ratte zu einer Amplifi-
kation des Gens für den EGF-Rezeptor wie sie bei einem Großteil der hu-
manen GBM vorgefunden wird?
5.2 Kritische Bewertung der eingesetzten Methoden
Ein großes Hindernis bei der molekulargenetischen Analyse von Hirntumoren der
Ratte ist das begrenzte Material das zur Verfügung steht. Aufgrund der geringen
intrakraniellen räumlichen Ausdehnung der Tumoren ist nur wenig Gewebe zur
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Aufarbeitung einsetzbar und die molekulargenetische Analyse von Hirntumoren
der Ratte nur begrenzt möglich.
Molekulargenetische Untersuchungen müssen sich daher in der Regel auf wenige
Fragen beschränken. Durch den Einsatz der PCR an chemisch-induzierten Tumo-
ren und Transplantationstumoren der Ratte, wurde in der vorliegenden Arbeit ver-
sucht diese Problematik zu umgehen. Mittels PCR können geringste Mengen ge-
nomischer und cDNA auf ein Maß amplifiziert werden, welches für analytische
Verfahren benötigt wird. Hierdurch ermöglicht die PCR den Nachweis genetischer
Veränderungen auf DNA-Ebene. In der vorliegenden Arbeit wurde diese Eigen-
schaft genutzt, um die chem.-induzierten Tumoren und Transplantationstumoren
hinsichtlich einer möglichen Amplifikation des EGFR-Gens molekulargenetisch zu
charakterisieren.
Durch den direkten Vergleich mit DNA unveränderter genomischer Abschnitte, ist
es mit der PCR möglich semiquantitative Analysen durchzuführen. Aussagen über
die Menge eines untersuchten Gens können so gemacht und Amplifikationen auf
diese Weise nachgewiesen werden.
Ein weiteres Problem, das sich aus der geringen Menge des zur Verfügung ste-
henden Materials ergab, war die Untersuchung (post)transkriptioneller/funktioneller
Veränderungen auf mRNA-Ebene. Da die Tumorgröße der intrakraniellen Trans-
plantationstumoren bereits für die Isolation von genomischer DNA nicht ausrei-
chend war, wurde darauf verzichtet einen Teil des Gewebes zur Extraktion von
RNA zu benutzen. Daher wurden die Untersuchungen (post)transkriptioneller Ver-
änderungen in-vitro durchgeführt. Die dabei eingesetzten etablierten Zellinien lei-
teten sich von Nitrosoharnstoff-induzierten glialen Tumoren ab und sind in experi-
mentellen Gentherapie-Protokollen etabliert (Saleh et al., 1996; Tapscott et al.,
1994). Vor allem der letzte Punkt machte es sinnvoll diese Linien auch hinsichtlich
möglicher Veränderungen auf genomischer Ebene zu untersuchen. Durch den di-
rekten Vergleich der RNA mit sog. „housekeeping genes“ ist es in der PCR auch
bei funktionellen Untersuchungen möglich, semiquantitative Analysen durchzufüh-
ren.
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5.3 Untersuchungen zum EGF-Rezeptor-Gen
Anhand der vorliegenden Untersuchungsergebnisse, die an durch ÄNH-induzierten
Tumoren der Ratte gewonnen wurden, muß die Frage nach einer Amplifikation
des Gens für den EGF-Rezeptor verneint werden.
In der dargestellten Untersuchung wurden keine Hinweise einer Amplifikation auf
genomischer Ebene gefunden. Dies muß als deutlicher Unterschied zu den huma-
nen Gliomen, bei denen die Amplifikation des Gens für den EGF-Rezeptor eine
der auffälligsten Aberrationen primärer „de novo“ Gliome darstellt, hervorgehoben
werden (Reifenberger et al., 1996).
An dieser Stelle soll daher zuerst der Frage nachgegangen werden, ob und inwie-
weit die untersuchten Tumoren in ihrem Ursprung und/oder histologischen Diffe-
renzierung den humanen Glioblastomen ähneln und welche Konsequenzen dies
nach sich zieht. Hierbei müssen mehere Aspekte bedacht werden.
Zum Einen ist es kaum möglich den genauen Ursprung der entdifferenzierten Tu-
morzellen zweifelsfrei festzustellen. Aufgrund des pränatalen Induktionszeitpunktes
müßte diskutiert werden, inwieweit die Tumoren als embryonale Tumoren anzuse-
hen sind, die eher den humanen PNETs (Primitiven neuroektodermalen Tumoren)
zuzurechnen sind (Mennel, 1988). Auch Dyer und Philibote (1995) weisen darauf
hin, daß für die morphologische Differenzierung die Umgebungsbedingungen des
Tumorwachstums – wie sie z.B. bei der intrazerebralen Implantation der Tumoren
geschaffen wird - einen wesentlichen Einfluß haben. Der fehlende Nachweis einer
neuronalen Differenzierung spricht indes gegen eine Einordnung zu den embryo-
nalen Tumoren.
Desweiteren wurde bereits eingangs erläutert, daß es auffällige molekulargeneti-
sche Unterschiede primärer – sog. „de-novo“-GBM und sekundärer, also durch
Progression aus „low-grade“-Astrozytomen entstandener, GBM gibt. Da es aber
nicht möglich ist, die Diagnose primäres versus sekundäres GBM histologisch zu
stellen (Burger et al., 1987), kann hinsichtlich des Tumor-Typs unmöglich eine
Aussage gemacht werden – selbst wenn davon auszugehen wäre, daß es sich bei
den vorliegenden ÄNH-induzierten Tumoren histologisch um GBM handelt.
Würde es sich bei den experimentell erzeugten und transplantierten Tumoren um
sekundäre GBM handeln, wäre in diesem Fall eine Mutation des p53-Gens in den
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untersuchten Tumoren zu erwarten. Den sekundären GBM in ihrer Genetik ver-
gleichbar sind die von v. Deimling et al. (1995) untersuchten Hirnstammgliome von
(Klein-)Kindern, welche ebenfalls eine p53-Mutation bei fehlender Amplifikationen
des EGF-Rezeptors aufweisen. Ein Screening etablierter Gliom-Zellinien auf p53-
Mutationen mit Hilfe der SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism) -
Technik stellte allerdings weder in den untersuchten Zellinien, noch in den Kontrol-
len abnorme Migrationsmuster als Hinweis auf eine Mutation dar (Schlegel et al.,
1999).
Es ist demnach festzuhalten, daß die bekannten genetischen Veränderungen,
speziell hinsichtlich einer Amplifikation des Gens für den EGF-Rezeptor, welche
die Tumorgenese- und Progression humaner Astrozytome zu beeinflußen schei-
nen, in dem hier untersuchten Modellsystem keine Rolle spielen.
Auf posttranskiptioneller Ebene konnte jedoch eine alternative Spleißvariante der
mRNA des EGF-Rezeptors in 2 der 5 untersuchten Tumorzellinien C6, F98, RG2,
RGL.3 und 9L nachgewiesen werden. Alle 5 Zellinien zeigten ein 90bp großes
PCR-Fragment, das mit dem Primerpaar RNEGFRA amplifiziert wurde als Aus-
druck der Expression des EGF-Rezeptors-Gens. Daneben fand sich ebenfalls bei
den glialen Zellinien C6 und 9L die Expression des 170bp- großen PCR-
Fragments, das mit dem Primerpaar RNEGFRNH amplifiziert wurde und ein alter-
nativ gespleißtes Exon enthielt als Ausdruck der Expression einer alternativen
Spleißvariante. Es handelt sich dabei um ein Transkript das durch ein alternativ
gespleißtes Exon entsteht, das unmittelbar vor der kodierenden Sequenz der TMD
lokalisiert ist. Dieses Exon weist keine Homologie zu bekannten Sequenzen ande-
rer Spezies auf und wurde daher als "nicht-homologes Exon" bezeichnet (Petch et
al., 1990). Außer in normalem Lebergewebe konnte diese Variante in adulten
Lungen sowie in Placenta, Dezidua und Uterus trächtiger Ratten nachgewiesen
werden (Petch et al., 1990). Welche genauen Funktionen und/oder Regulations-
mechanismen dem alternativ gespleißten Rezeptor zukommen, kann mit den in
der Arbeit angewandten Methoden nicht geklärt werden.
Für weiterführende funktionelle Untersuchungen wäre es hier notwendig z.B. pro-
tein-biochemische Untersuchungen anzuschließen, um das exprimierte Protein-
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Produkt genauer analysieren zu können. Eine Beeinflußung der Transkription des
normalen 170 kDa großen Rezeptors, wie sie von Hakjoo und Maihle (1993) für
ErbB3 (s. dort) beschrieben wurde, konnte allerdings nicht bestätigt werden.
5.3.1 Bewertung der Ergebnisse im Einzelnen
5.3.1.1 Der full-length-EGF-Rezeptor
Bei humanen GBM tritt eine Amplifikation des Gens, welches für die EGF-
Rezeptor-Tyrosin-Kinase kodiert, in etwa 40% der untersuchten Fälle auf. Die
Auswirkung dieser Amplifikation auf den Prozeß der Initialisierung, Malignisierung
oder Progression beim GBM, ist weiterhin unklar. Eine Mitwirkung an diesen Pro-
zessen ist jedoch wahrscheinlich, wenngleich die Bedeutung der Amplifikation
noch nicht geklärt ist, bzw. nur über sie gemutmaßt werden kann. Da diese Altera-
tionen nicht an den experimentell erzeugten Tumoren der Ratte gefunden werden
konnten, kann dies als Hinweis dahingehend verstanden/gedeutet werden, daß
die Tumorgenese bei der Ratte –zumindest teilweise – anderen Ursachen und
Interaktionen unterliegt.
5.3.1.2 EGF-Rezeptor-Variante
Es wurde bereits erwähnt, daß in 2 der 5 glialen Tumorzellinien ein durch alternati-
ves Splicing generiertes PCR-Produkt nachgewiesen werden konnte. Wie in der
Einleitung berichtet, ist es der Zelle durch den Vorgang des alternativen Splicing
möglich, einen verkürzten – sog. trunkierten – Rezeptor herzustellen. Aus einer
einzigen Transkriptionseinheit können somit verschiedene Genprodukte exprimiert
werden. Im Gegensatz zu diesem physiologischen Vorgang können alterierte Re-
zeptoren ebenfalls mutagen generiert werden. Eine häufige Ursache des sog.
mutagenen Spleißens sind Punktmutationen in Spleißdonor/akzeptor-Stellen von
Introns. Hierbei handelt es sich um AG- und GT-Signalsequenzen, die für den Vor-
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gang der normalen Genexpression bedeutsam sind. Eine Punktmutation kann nun
auf unterschiedliche Weise das mutagene Spleißen initiieren:
1. kann es zur Unterdrückung des eigentlichen Spleißvorganges kom-
men, was konsekutiv zu einem Durchlesen des Introns und somit verlän-
gertem Exon führt,
oder
2. eine sog. kryptische (unzulässige) Spleißstelle benützt werden.
Hierbei handelt es sich um Sequenzen, die der Spleißkonsensus-Sequenz
ähneln, aber normalerweise nicht verwendet werden. Aktivierung einer
kryptischen Spleißstelle in einem Intron bewirkt den Einbau neuer Ami-
nosäuren in das Protein, wohingegen die Verwendung in einem Exon zu ei-
ner Deletion führt. Richard und Beckmann (1995) zeigten, daß die Aktivie-
rung einer solchen Spleißstelle pathogen wirken kann.
Verschiedene durch mutagenes Splicing entstandene Rezeptoren sind mittler-
weile bekannt. Bei ihnen kann es sich sowohl um eine transmembranöse Form
(Yamazaki et al., 1988; Nagane et al., 1996; Prigent et al.,1996 ) – wie im Fall des
delta 2-7-EGF-Rezeptors – handeln, als auch um einen löslichen, nur aus der ex-
trazellulären (Liganden-bindenden-) Domäne bestehenden Rezeptor (Weber und
Gill, 1984; Basu et al., 1989; Petch et al., 1990; Lax et al., 1991; Maihle et al.,
1991; Ekstrand et al., 1992; Ilekis et al., 1995; Reiter et al., 1996; Hakjoo and
Maihle, 1998). Scott et al. (1993) beschrieben neben einem extrazellulären Prote-
in, auch ein intrazelluläres Transkript des HER2-Gens (neu/ErbB2). Allen diesen
Rezeptor-Varianten ist gemein, daß sie nicht durch das bereits erwähnte alternati-
ve Splicing generiert wurden, sondern durch Mutation entstanden sind, weshalb im
Folgenden auch von mutagenem Splicing gesprochen werden soll.
So vielgestaltig die Struktur der EGF-Rezeptor-Variante sein kann, so vielgestaltig
sind auch die bislang beobachteten biologischen Funktionen und deren denkbare
zellphysiologischen Konsequenzen. Flickinger et al. (1992) konnten an CEF (chik-
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ken embryo fibroblast)-Zellen zeigen, daß die TGF-a-abhängige Koloniebildung
bei CEF-Zellen in Soft-Agar durch eine 70 kDa (2.6 kb mRNA) große ECD des
EGF-Rezeptors blockiert werden konnte. Welcher genaue Mechanismus hinter
dieser Blockade steht ist noch nicht genau bekannt; denkbar wäre jedoch, daß
dies entweder durch a) direkte Kompetition mit TGF-a geschieht, b) die Dimeri-
sierung der Rezeptoren blockiert wird oder c) die trunkierte Form als intrazellulärer
Antagonist wirkt.
Basu et al. (1989) machten eine weitere mögliche Funktion des trunkierten EGF-
Rezeptors aus. Sie stellten in ihren Untersuchungen fest, daß die Tyrosin-Kinase-
Aktivität des intakten "full-length"-Rezeptors durch die alterierte 100 kDa große
Rezeptor-Form sowohl in ihrer basalen, wie auch in der EGF-abhängigen Kinase-
Aktivität inhibiert werden kann. Es wird angenommen, daß es dem trunkierten
EGF-Rezeptor möglich ist durch Heterodimerisierung mit dem vorübergehend
ruhenden full-length-Rezeptor-Monomer ein stabiles ruhendes Heterodimer zu bil-
den. Der trunkierte Rezeptor kann hierdurch verhindern, daß sich ein aktives Re-
zeptor-Monomer bzw. Heterodimer ausbildet und damit konsekutiv zu einer Inhi-
bierung der Kinase-Aktivität führen. Man spricht in diesem Zusammenhang von
sog. non-functional dimerisation.
Ebenso wurde von O´Rourke (1997) berichtet, durch den Transfer der extrazellulä-
ren neu-Domäne – hierbei handelt es sich um die onkogene Form des ErbB-2-
Rezeptors - in EGF-Rezeptor-produzierenden GBM-Zellen eine Inhibierung der
Phenotyp-Transformation zu erreichen. Desweiteren konnten hierdurch Zell-
wachstum und Proliferationsverhalten wieder auf ein physiologisches Niveau ge-
bracht werden. Durch Heterodimerisierung zwischen neu-Ektodomäne und "full-
length"-EGF-Rezeptor konnte die Fähigkeit Tumoren auszubilden in athymischen
Mäusen herabgesetzt werden und eine Inhibierung der EGF-induzierten DNA-
Synthese beobachtet werden.
Hakjoo und Maihle konnten 1993 eine weitere interessante Beobachtung machen.
Sie berichten über 5 Transkripte unterschiedlicher Größe (1.4 kb, 1.6 kb, 1.7 kb,
2.1 kb, 2.3 kb), die durch Alteration der 6.2 kb großen "full-length"-c-erbB3-
Rezeptor-mRNA generiert worden sind. ErbB-3, wie auch ErbB-2 und ErbB-4 sind
ebenfalls Tyrosin-Kinasen (s.o.), die gemeinsam mit dem EGF-Rezeptor zur ErbB-
Rezeptor-Familie gehören.
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Ratio-Messungen zwischen alteriertem und full-length-Rezeptor zeigten, daß die
gesteigerte Transkription einer 1.4 kb großen mRNA zu einer Reduzierung der
"full-length"-Rezeptor-mRNA mit konsekutiv verminderter Expression des Rezep-
tors führte. Durch die Synthese alternativer c-erbB3-mRNA kann auf diese Weise
die Transkription der full-length-c-erbB3-mRNA reduziert und hierdurch auf die
Signaltransduktion der Zelle Einfluß genommen werden.
Eine weitere Möglichkeit die Signaltransduktion zu modulieren, geschieht durch
die Bindung von neuregulin an die alterierten Transkripte. neuregulin führt unter
physiologischen Umständen am ErbB-3-Rezeptor (s.o.) zu einer Konformati-
onsänderung, durch welche es zu einer Heterodimerisierung mit ErbB-4 (s.o.)
kommt. Dieses ErbB-3/ErbB-4-Heterodimer führt an der Zelle zu Proliferation
und/oder Differenzierung.
Somit könnte über die Expression einzelner alterierter c-erbB3-Transkripte eine
das Wachstum regulierende Kontrolle ausgeübt werden.
Diese Beobachtung kann in der vorliegenden Untersuchung allerdings nicht bestä-
tigt werden. Durch den Vergleich der Bandenmuster von full-length und gespleiß-
tem Rezeptor erscheint der Mechanismus der Herunter-Regulierung als zellbiolo-
gische Funktion sich hier nicht zu bestätigen. Die Expression einer alterierten Va-
riante ist nach den Ergebnissen in der vorliegenden Arbeit ohne regulierenden
Einfluß auf den full-length-Rezeptor. Es darf daher angenommen werden, daß eine
das Wachstum regulierende Funktion – soweit vorhanden - nicht durch die glei-
chen Mechanismen erzielt wird, wie sie von Hakjoo und Maihle für die alterierten c-
erbB3-Transkripte angenommen wird.
Interessant ist ebenfalls die Entdeckung eines Proteins mit "Mitogen-inhibierender
Aktivität" ("mitogen inhibitory activity") für Astrozyten, das aus Hirn-, Leber- und
auch anderen Gewebsextrakten adulter Ratten gewonnen und mit anti-EGF-
Rezeptor-Antikörpern neutralisiert werden konnte (Nieto-Sampedro, 1988; Nieto-
Sampedro 1989). Diese Molekül - "EGFR-related inhibitor (ERI)" genannt -
scheint die Fähigkeit zu besitzen, EGF-vermittelte Effekte zu blockieren. Aufgrund
Protein-biochemischer Untersuchungen konnte gezeigt werden, daß es sich dabei
um Anteile der extrazellulären Domäne des EGF-Rezeptors handelte, welche ver-
mutlich von astroglialen Zellen sezerniert wird. Diskutiert wird daher eine Rolle
derartiger EGF-Rezeptorvarianten bei der mitogenen Rekrutierung von Astrozyten
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im Rahmen reaktiver Prozesse. So konnte gezeigt werden, daß in der Umgebung
von experimentell induzierten Verletzun-gen des Hirnparenchyms eine deutliche
Reduktion der ERI-Aktivität auftrat und es konsekutiv zu einer kräftigen astroglialen
Reaktion kam. Wird gleichzeitig ein EGF-Rezeptor-Antikörper dazugegeben, kann
dieser Effekt erheblich gesteigert werden (Nieto-Sampedro, 1988; Nieto-
Sampedro, 1989).
Es ist jedoch nicht klar, ob es sich bei ERI um die Spleißvariante des non-
homologen Exons (Petch et al., 1990) handelt, die in zwei der fünf Zellinien der
vorliegenden Arbeit nachzuweisen war.
Eine weitere denkbare Funktion der inhibitorischen Effekte alterierter EGFR-
Varianten, wie sie auf den letzten Seiten durch zahlreiche experimentelle Daten
beschrieben wurden, wäre die Möglichkeit, daß es durch die Expression eines
alterierten Rezeptor-Proteins zu einer Erhöhung des Selektionsdruck auf die Zelle
käme. Dieser würde möglicherweise konsekutiv die Amplifikation des EGF-
Rezeptor-Gens bedingen und somit die z.T. erhebliche Anzahl von Kopien der
amplifizierten Gene in humanen Tumoren erklären (Schlegel et al., 1994a).
Neben diesen in erster Linie inhibitorischen Effekten eines alterierten EGF-
Rezeptors sind hingegen auch Effekte beschrieben worden, die in Richtung einer
Proliferations- und Transformationssteigerung hinweisen. So zeigten Scott et al.
(1993) eine Resistenz gegen Wachstums-inhibierende Effekte des HER2-
Antikörpers (HER = human EGF receptor) in Zusammenhang mit einer extrazellu-
lären Domäne des EGF-Rezeptor. Eine weitere mögliche Funktion, welche dem
von uns nachgewiesenem Rezeptor zukommen könnte, ist die Potenzierung des
biologischen Signals durch die Unfähigkeit dieses Signal durch den Vorgang der
Rezeptor-Internalisierung zu beenden. Chen et al. (1987) und auch Well (1990)
konnten zeigen, daß sog. Internalisierungs-Mutanten, welchen in der C-terminalen
Domäne der Bereich der Aminosäure-Region 991 - 1022 fehlt, einen erhöhten
Mitose Index aufwiesen, da es nicht zu einer Abschwächung des biologischen Si-
gnals mittels Internalisierung kommen kann.
Als eine weitere denkbare Möglichkeit der Interaktion des alterierten EGF-
Rezeptors wäre Folgendes in Erwägung zu ziehen:
Derynck (1984) sowie Tang (1997) berichteten über ein verstärktes Proliferations-
verhalten EGF-Rezeptor-exprimierender NRK (normal rat kidney)-Zellen, bzw. hu-
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maner Gliomzellen unter TGF-a-Stimulation. Der natürliche Rezeptor des TGF-a
ist ebenfalls der EGF-Rezeptor, um den TGF-a mit EGF konkurrieren muß. Würde
das endogene EGF nun durch eine lösliche, sekretierte EGF-Rezeptor-Variante
selektiver als TGF-a gebunden und somit in der Möglichkeit der Signaltransdukti-
on gehemmt, könnte dies einer relativen Vermehrung von TGF-a gleichgesetzt
werden. Konsekutiv käme es zu einer Signaltransduktionssteigerung über den
EGF-Rezeptor/TGF-a-Signalweg. Sizeland (1992) und auch Normanno (1996)
konnten durch eine Zerstörung dieses Signalweges das Wachstum von Gliomen
und anderen Tumoren signifikant senken, was die Bedeutung dieses Systems bei
der Tumorgenese zu bestätigen scheint.
Von Flickinger (1992) und Maihle (1991) wird desweiteren noch die Möglichkeit
diskutiert, daß eine trunkierte Rezeptorform eine Reservoirfunktion für Wachs-
tumsfaktoren darstellen wie auch eine Verlängerung der HWZ bedingen könnte.
Konsekutiv würde dies zu einer verstärkten und/oder verlängerten biologischen
Aktivität und hochreguliertem Proliferationsverhalten der Empfängerzelle führen.
Baumann et al. (1989) konnten nachweisen, daß ein kovalent gebundener
Wachstumshormon-Bindungsprotein-Komplex weniger schnell aus dem Blut elimi-
niert wird, als z.B. freies Wachstumshormon wie auch, daß die Degradationsrate
der Wachstumsfaktoren durch Komplexierung mit Bindungsproteinen wesentlich
reduziert wurde.
Ilekis et al. (1995) berichten von einem 80 kDa-Rezeptor-Protein, welches in hu-
manen Trophoblasten gefunden wurde und das erste in normalem humanen Ge-
webe vorliegende EGF-Rezeptor-like-Protein darstellt. Seine mögliche Funktion
wird in der Kompetition mit EGF-Rezeptor um potentielle Liganden – EGF, TGF-a
- diskutiert.
So unterschiedlich die Mechanismen der alterierten EGF-Rezeptoren sind, kann
doch etwas vereinfachend festgehalten werden, daß ihre Hauptfunktion in einer
Modulierung oder Beeinflußung des Proliferations- und Transformationsverhaltens
liegt.
Um die Bedeutung des von mir in den glialen Zellinien nachgewiesenen Rezeptors
beurteilen zu können, muß Folgendes bedacht werden:
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1.: der von mir dargestellte Rezeptor entspricht der von Petch (1990) be-
schriebenen Variante und stellt somit wohl den physiologischen Vorgang des al-
ternativen Spleißens dar. Er muß daher von den Rezeptorvarianten abgegrenzt
werden, die durch mutagenes Splicing generiert werden. Die hier beschriebene
Variante wurde von Petch in normalem Leber-, Dezidua und Ovarialgewebe be-
schrieben, weshalb für diese Form des EGF-Rezeptors eher physiologische
Funktionen und Effekte angenommen werden dürfen.
2.: Ekstrand et al. (1992) fanden in ihren Untersuchungen an 32 humanen GBM
(WHO Grad IV), daß die Amplifikation des EGF-Rezeptors eine Voraussetzung für
den Vorgang der Alteration desselben darstellt. Diese Ergebnisse konnten in der
vorliegenden Arbeit nicht bestätigt werden. In zwei der fünf glialen Zellinien konnte
eine Alteration des EGF-Rezeptors nachgewiesen werden, obwohl eine gleichzei-
tige Amplifikation nicht beobachtet wurde. Einschränkend ist hier jedoch zu be-
merken, daß die Rezeptor-Alterationen, welche von Ekstrand beschrieben wurden,
wohl nicht mit jener in der vorliegenden Arbeit strukturell verglichen werden kön-
nen, da es sich – wie oben beschrieben – um eine physiologische Variante und
nicht eine mutagen bedingte Alteration handelt. Mit Vorsicht soll daher in der vor-
liegenden Arbeit behauptet werden, daß das Auftreten der beschriebenen Re-
zeptor-Variante nicht mit der Tumorgenese assoziiert zu sein scheint, sondern
eher physiologische Funktionen erfüllt, evtl. sogar nur ein Epiphänomen darstellt.
5.4 Abschließende Zusammenfassung der Einzelergebnisse
Zusammenfassend ergibt der Vergleich der Daten der humanen und der experi-
mentellen glialen Tumoren also einen entscheidenden Unterschied hinsichtlich der
genetischen Kontrolle der EGF-Rezeptor-Signalwege. Während eine große An-
zahl humaner GBM genetische Aberrationen des EGF-Rezeptor-Gen, wie auch
Rezeptor-Überexpressionen aufweisen, finden sich in den chemisch induzierten
Gliomen der Ratte keine den EGF-Rezeptor betreffenden Veränderungen.
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Der Nachweis alternativer Spleißvarianten in den experimentellen Tumoren ent-
spricht eher einer physiologischen Regulation der EGF-Rezeptor-Signalwege;
dies wiederum steht in krassem Gegensatz zu der erheblich gestörten Signal-
transduktion in humanen GBM (Hoi Sang et al., 1995a; Hoi Sang et al., 1995b).
Die Auswirkungen, welche die Expression der alternativen Spleißvariante in zwei
Zellinien der vorliegenden Arbeit haben könnte, sind nicht klar, scheinen aber nicht
auf einen Effekt des Karzinogens zurückzuführen zu sein. Vielmehr könnte das
Auftreten des Transkriptes proliferationsabhängig sein und auf bestimmte Phasen
des Zellzyklus beschränkt auftreten (Schlegel et al., unveröffentlicht). Generell kann
postuliert werden, daß der Zelle durch die Fähigkeit des alternativen Splicing die
Möglichkeit gegeben ist, modulierend auf die Proliferations- und/oder Differenzie-
rungsfähigkeit einzuwirken. Die genaue Untersuchung der biologischen Funktion
alternativ gespleißter Varianten des EGF-Rezeptors in experimentellen Gliomen
der Ratte muß weiteren eingehenden molekularbiologischen Experimenten vorbe-
halten bleiben.
5.5 Bedeutung der Ergebnisse für das vorliegende Modellsystem
Abschließend muß nun die Frage gestellt werden, welche Konsequenzen aus den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit gezogen werden müssen.
5.5.1 Was müssen Modellsysteme leisten?
Modellsysteme sollen die Möglichkeit schaffen im Rahmen aktueller Forschung
neue Therapieansätze – die ob ihres oftmals noch rein hypothetischen Charakters
nicht am Menschen überprüft werden können und dürfen – zu erproben und ggf. zu
validieren. Grundvoraussetzung für eine spätere vergleichbare Therapie ist eine
größtmögliche Übereinstimmung der beiden Systeme.
So werden von Petersen (1994) an ein experimentelles Model u.a. folgende An-
forderungen gestellt:
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· Die neoplastischen Zellen müssen glialer Herkunft sein,
· Tumorrate und Malignitätscharakteristika sollten vorhersagbar und reprodu-
zierbar sein,
· das Versuchstier sollte kostengünstig in der Haltung und in großen Mengen
verfügbar sein,
· das Versuchssystem sollte kurze Induktionszeiten sowie standartisierte Über-
lebenszeiten aufweisen,
· der Tumor sollte ein gliomartiges, intraparenchymales Wachstum zeigen und
bezüglich Infiltration und Neovaskularisation vergleichbar sein,
· der Tumor darf nicht in extraneurale Gewebe metastasieren,
· der Tumor muß in-vitro kultivierbar und ungefährlich für das Laborpersonal
sein.
Will man der Entwicklung neuerer Therapieansätze wie z.B. der Gen- und Immun-
Therapie Rechnung tragen, muß eine weitere Forderung an ein experimentelles
Tiermodell hinzugefügt werden – nämlich die Vergleichbarkeit hinsichtlich mole-
kulargenetischer Veränderungen. Konkret wäre also zu fordern, daß ein mit der
humanen Neuroonkologie vergleichbares Modellsystem, gerade im Bereich der
molekulargenetischen Veränderungen weitgehende Konformität aufweisen müßte.
5.5.2 Was leisten aktuelle Modellsysteme?
Zwei Typen von Systemen sind hier in erster Linie zu unterscheiden; einerseits die
genetisch charakterisierten, anderseits jene, die (noch) nicht genetisch definiert
sind.
Zu den zuerst genannten zählen die transgenen sowie die „knock-out“-Modelle,
deren evidentester Nachteil darin liegt, daß sie keine glialen Tumoren ausbilden
(Wiestler et al. 1992b). Ein weiterer Nachteil liegt in der Tatsache, daß lediglich
ein geringer Prozentsatz von 5% der Nachkommen die gewünschten Transgene
tragen und in dem erwarteten Gewebe exprimieren (Hanahan, 1989). Sie stellen
daher kein geeignetes Modell für gliale Tumoren dar.
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Die chemisch-induzierten Modelle weisen zwar morphologisch eine gute Überein-
stimmung mit humanen glialen Tumoren auf, weshalb sie für morphologische und
biologische Untersuchungen geeignet sind (Yoshida und Gravioto, 1978), wurden
aber bislang hinsichtlich der (wesentlichen) genetischen Veränderungen nicht un-
tersucht. Die einzelnen Modelle kranken demnach an der Nichterfüllung elementa-
rer Voraussetzungen. In wieweit diese Tatsache den Einsatz chemisch-induzierter
Tumoren einschränkt, soll im Folgenden diskutiert werden.
5.6 Bewertung des chemisch-induzierten Modellsystems
Wie bereits in der Einleitung beschrieben wurde, liegen die Hoffnungen und An-
strengungen momentan auf dem Gebiet der Chemo- und Gentherapie, weshalb
diese Therapieansätze hinsichtlich ihrer Effektivität an transplazentar durch Nitro-
soharnstoff induzierten und daraus abgeleiteten Transplantattumoren der Ratte
gemessen werden sollte. Entsprechende Chemotherapie-Ansätze zeigen hierbei
ein den humanen Gliomen vergleichbares Ansprechen auf eine medikamentöse
Therapie und haben sich daher in de Vergangenheit durchaus bewährt.
Was die Einsatzmöglichkeit in der Gen-Therapie angeht, so muß hier zwischen
Gen-therapeutischen Strategieformen der 1. und 2. Generation unterschieden
werden. Während Therapien der 1. Generation versuchen durch das Einbringen
von sog. „Suizid-Genen„ den vorzeitigen Zelltod herbeizuführen, zielen Therapie-
Strategien der 2. Generation daraufhin den zugrunde liegenden molekulargeneti-
schen Defekt zu beheben. Therapie-Modelle der 1.Generation unterliegen daher
keinen oder nur geringen Einschränkungen, wie sie z.B. durch den Einsatz von
humanpathogenen Viren zum Tragen kämen. Ansonsten sind die retroviralen
Transfektionsmethoden durchaus einsetzbar.
Bei den Therapie-Strategien der 2. Generation stellt sich die Situation anders dar.
Ein einsetzbares Modellsystem müßte hier eine (nahezu) 100%ige Übereinstim-
mung mit den molekulargenetischen Veränderungen humaner Gliome aufweisen.
Setzt man dieses Kriterium als unabdingbar voraus – und das muß man streng
genommen – so ist das Modell der chemisch-induzierten Tumoren als ungeeignet
einzustufen, da es keine der bei humanen Gliomen nachweisbaren Alterationen
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und Veränderungen aufweißt. In diesem Zusammenhang sind jedoch zwei Anmer-
kungen zu machen.
1. muß man sich vergegenwärtigen, daß es zum aktuellen Zeitpunkt noch kein
Modellsystem gibt, daß den Anforderungen gerecht wird, weswegen man
sich Experiment-spezifisch für oder gegen ein bestimmtes vorhandenes
Modellsystem entscheiden muß.
2. ist nicht nur die fehlende Übereinstimmung vorhandener Modelle für das
Dilemma der Nichtvergleichbarkeit verantwortlich, sondern in gleichem Ma-
ße auch unser momentan noch mangelhaftes und rudimentäres Wissen von
der Tumorentstehung und Tumorprogression. Solange die großen Geheim-
nisse hier nicht entschlüsselt sind, wird es weiterhin schwierig sein, geeig-
nete Modellsysteme zu entwickeln und den Krebs – gleich welchen Organs
– wirksam zu bekämpfen, was aber das Ziel sein sollte.
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6 Zusammenfassung
Das GBM (WHO Grad IV) stellt mit einer Inzidenz von ca. 15% den häufigsten aller
primären Hirntumoren dar. Trotz konzertierter Studien und Untersuchungen konn-
ten keine Fortschritte in der Behandlung und Prognoseverbesserung dieses
hochmalignen Tumors erzielt werden. Zur Testung und Validierung aktueller wie
auch zukünftiger Therapiestrategien sind übertragbare Modellsysteme daher not-
wendig.
Die Untersuchung Nitrosoharnstoff-induzierter und durch Transplantation über-
impfter Tumoren der Ratte mit Hilfe der PCR konnte keine Amplifikation des Gens
für den Epidermalen Wachstumsfaktor nachweisen. Immuhistochemische Unter-
suchungen wurden mit der PAP-Methode an in Paraffin eingebetteten Semidünn-
schnitten durchgeführt. An der Zelloberfläche von Tumorzellen konnte hierdurch
keine Überexpression des EGF-Rezeptor-Proteins nachgewiesen werden.
An glialen Zellinien durchgeführte Untersuchungen der mRNA mittels RT-PCR
wiesen bei zwei Zellinien eine lösliche, alternativ gespleißte Rezeptorvariante
nach. Die Expression einer alternativ gespleißten Rezeptorvariante bedingte al-
lerdings keine Herunter-Regulierung des endogenen full-length-Rezeptors.
In der vorliegenden Arbeit konnten die bekannten molekulargenetischen Verände-
rungen humaner GBM in den experimentellen Tumoren der Ratte nicht nachgewie-
sen und bestätigt werden. Es konnte weder eine Amplifikation des EGF-Rezeptor-
Gens, noch eine Überexpression des EGF-Rezeptors gezeigt werden. Welche
Bedeutung der alternativ gespleißten Variante des Rezeptors zukommt, muß pro-
tein-chemischen Untersuchungen vorbehalten bleiben. Trotz fehlender molekular-
genetischer Übereinstimmung hinsichtlich der Aberrationen bei humanen und ro-
denten Gliomen, ist das Modellsystem chemisch-induzierter und Transplantat-
Tumoren weiterhin brauchbar. Allerdings sollte die Eignung weiterer etablierter
Systeme bei bestimmten Fragestellungen im Einzelfall entschieden werden.
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